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for cosmetic applications

Souhrn

Tato prace je zaméfena na vyuziti specifickych slozek
obsazenych v syrovatce jako aktivnich antimikrobidlnich
latek pro kosmetické aplikace. Studie se zabyva predevsim
izolaci laktoferinu pomoci iontové vyménné chromatografie
tak, aby byla co nejvice zachovana jeho antimikrobidlni
aktivita. Pro identifikaci proteinii byla pouZita tricinova
polyakrylamidova gelova elektroforéza. Vybrané proteiny
byly dile zakomponovany do hydrogelu na bazi kopolymeru
kyseliny akrylové a byla studovana jejich antimikrobidlni
aktivita v této hydrofilni polymerni matrici. Bylo zjiSténo, Ze
proteiny ziskané ze syrovatky maji velmi dobry antimikro-
bidlni u€inek jiz pri nizkych koncentracich. Dale bylo
potvrzeno synergické antimikrobidlni ptisobeni laktoferinu
a nisinu ve zkoumanych hydrogelovych systémech.

Summary

Presented work is focused to the utilization of specific
components present in whey as antimicrobial compounds for
cosmetic applications. The study deals especially with the
lactoferrin protein isolation that was performed by the means
of ion exchange chromatography. The polyacrylamide gel
electrophoresis electrophoresis was used for the protein
identification. Isolated proteins were incorporated into the
hydrogel based on copolymers of acrylic acid. The antimi-
crobial activity testing of the proteins in hydrogel matrix
were provided. It was found that the isolated proteins have
very good antimicrobial properties even at low concentra-
tions. In addition, synergy in antimicrobial action of lacto-
ferrin and nisin in the hydrogel matrix was observed.

Uvod

Syrovatka obsahuje tfadu nutriénich latek (pfedevSim
proteinti a peptidl), které lze dile primyslové vyuZzit.

Hlavnimi komponentami syrovatkovych bilkovin jsou
B-laktoglobulin, o-laktalbumin, sérovy albumin, imuno-
globuliny a prote6zo-peptonové frakce. Syrovatkové
bilkoviny jsou komeréné ziskavany nejéastéji pomoci ultra-
filtrace a nasledného sprejového suseni retentdtu. Takto se
vyrabi susené koncentrity syrovitkovych bilkovin (WPC -
whey protein concentrate), kde je koncentrace bilkovin
v rozsahu 35-80 %, avSak pro tcely inkorporace proteind
teiny. Role o-laktalbuminti a imunoglobulint je dtlezita
pro stimulaci imunitni funkce (Onwulata a kol, 2008,
Motarjemi a kol., 2014). Velmi vyznamnymi proteiny jsou
i laktoferin a laktoperoxiddza. Laktoferin (LF) je glykopro-
tein s molekulovou hmotnosti (MW) okolo 78 kDa, se
sirokospektralnim antimikrobidlnim d¢inkem proti gram
pozitivnim i gram negativnim bakteridlnim kmentim, mtze
byt také imunomodulacni latkou. LF je pomérné tepelné
stabilni pfi pH 4 a snese pasteraci pti 72 °C. V literature
jsou zminény jeho unikatni ucinky baktericidni, antiad-
hezivni a antiinvazivni, vliv na tvorbu biofilmu, antitumo-
rové, antivirové, antiparazitické vlastnosti (Naidu, 2000).
Bakteriostaticka aktivita LF a laktofericinu (antimikrobial-
niho peptidu o MW cca 1,5 kDa, vzniklého $tépenim LF pfi
fermentacnim procesu) je zkoumdana pro pfipadnad uZiti
jako konzervans (Panesar a kol., 2007). M4 schopnost vazat
Zelezo, ¢imz zamezuje jeho prisun do bakterii a tim omezu-
je jejich rust (Liang a kol., 2006). V pfitomnosti subin-
hibi¢ni koncentrace LF (20 ptg/ml) bakterie nejsou schopny
tvorit mikrokolonie a nasledné ani biofilm (Zohri a kol.,
2010). Dalsi vlastnosti LF je schopnost vazat toxiny, stimu-
Diky své schopnosti inhibovat Fentonovu reakci a tim
i vznik volnych radikald, je vyuZzitelny jako antioxidant
v raznych potravinovych produktech a muze se tak
dopliikové podilet na prodlouzeni doby pouzitelnosti.
Laktoperoxidaza (MW ~ 74 kDa) je enzym vyskytujici se
v syrovatce a je prirozenym antimikrobialnim prostrfedkem.
Vzhledem k vyznamnému obsahu laktézy (70-72 %
susiny) muiZe byt syrovatka substratem pro fermentaci.
(Panesar a kol., 2007). Fermentacnim procesem je mozno
ziskat fadu rozli¢nych produktti, mezi nimi i latky pouzitel-
né jako aditiva v potravinifstvi nebo farmaceutickém
priamyslu (kyselina mlécné, exopolysacharidy, galaktooli-
gosacharidy, ribonukleotidy, aj.) (Prazeres a kol., 2012).
Potencialni vyuZziti produktli fermentace v kosmetice
muze byt zalozeno na schopnosti bakterii mlécného
kvaseni produkovat antimikrobidlni latky rozdilnych struk-
tur, predev§im nizkomolekuldrni, mezi které patii prede-
v§im bakteriociny. Mezi nejznaméjsi, nejvice studovany
a v potravinarském pramyslu nejvice pouzivany bakterio-
cin patii nisin (Stoyanova a kol., 2012). Tento antimikro-
bialni peptid je produkovan bakteriemi Lactococcus lactis
subsp. lactis a kromé toho, Ze je vyuZivan jako konzervant
v potravinaistvi (E234), nachazi uplatnéni také ve farmacii,
veterindrstvi a zdravotnictvi (Evangelin a kol., 2015).
Konkrétnim prikladem vyuZiti v kosmetice miiZe byt paten-
tovand zvlhCujici a kosmetickd kompozice obsahujici fer-
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mentacni metabolity, ziskané smiSenou kulturou BMK
(Yoshihiro a kol., 2003).

Tato prace je zaméfena na izolaci proteind (smési pro-
teinll), prevazné laktoferinu z kyselé syrovatky, jeho
naslednou inkorporaci do hydrogelu a sledovani syner-
gického efektu antimikrobidlni aktivity v LF s nisinem
v hydrogelu.

Material a metodika

PouZité chemikdlie

TRIS, Pufferan (Sigma Aldrich, St. Louis, USA, P-Lab,
Praha), TEMED (P-Lab, Praha), Tricine (P-Lab, Praha),
Glycin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), akrylamid,
bisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), pero-
xosiran amonny (APS), kyselina borita, kyselina
chlorovodikova, hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogen-
fosforecnan sodny, glycerol (IPL Lukes, Uhersky Brod),
dodecylsiran sodny (SDS, P-Lab, Praha), merkaptoethanol
(P-Lab, Praha), Mueller-Hintonliv agar (MHA, HiMedia,
Brno), tryptonesoya agar (TSA, HiMedia, Brno), kyselina
octova (Penta, Praha), kyselina trichloroctova (TCA, Penta,
Praha), Methanol (Penta, Praha), formaldehyd (Penta,
Praha), coomasiebrilliant blue R250 (SERVA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), bromfenolovd modi (P-Lab,
Praha), hexakyanozelezitan draselny (IPL Lukes, Uhersky
Brod), dusi¢nan stfibrny (IPL Luke$, Uhersky Brod),
uhli¢itan sodny (IPL Lukes, Uhersky Brod), thiosiran
sodny (Penta, Praha),

Nisin izolovany z Lactococcus lactis (2,5% lyofilizat,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); Laktoferin (lyofilizat,
Lactoferrin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a markery
molekulovych hmotnosti pro elektroforézu 6,5 kDa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Vychozi suroviny pro izolaci proteini

Kysela syrovatka (Mlékarna Bystfice pod Hostynem):
byla skladovana pfi 4 °C maximalné po dobu 48 h. Vzorky,
které nebyly zpracovavany bezprostiedné po dodani, byly
okyseleny na pH 4 a takto mohly byt dlouhodobé
skladovany pfi teploté¢ mensi nez -20 °C.

Zpracovdni syrovdtky

Vzorky byly odstfedény pri otackach 10000 x g a teploté
4 °C po dobu 15 minut za icelem oddéleni zbytkového
tuku a sedimentu, pH supernatantu bylo upraveno na hod-
notu 7,4 Tris-pufrem pro dcely dalSich analyz.

Syrovatka byla nasledné podrobena frakénimu vysoleni
siranem amonnym: nejprve 50 % vysoleni za tucelem od-
déleni vétSiny globulinové frakce od zbytku syrovatkovych
proteind, poté 80 %-nimu vysoleni (oddéleni vétSiny albu-
minu). Davkovani na kolonu bylo provedeno po dialyze
proti NaHCOs.

Charakterizacni techniky
Pro separaci proteinli bylo pouzito iontové vymeénné
chromatografie (IEC) na pfistroji Shimadzu Prominence

LC 20AP/FRC-10A, vzorky byly davkovany na kolonu
(anex HiTrapCapto Q a nésledné na katex HiTrapCapto S)
za ucelem separace bilkovin. Mobilni fdze: A-25mM
NaH,PO4, B-25mM NaH,POy a 0,4-1,5 M NaCl (linearni
gradient), pfi pratoku 0,6 ml/min.

Frakce byly odebirdny po 3 minutich a bezprostfedné po
odebrani byly stanoveny koncentrace dané bilkoviny nebo
jejich smési a to metodou podle Bradfordové pti vinové
délce 595 nm spektrofotometricky (Bradford, 1976).
Soucasné byly tyto frakce davkovany na elektroforeticky
gel (5ul vzorku) pro identifikaci proteind pomoci tricinové
polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE) , kdy
smés proteintl z jednotlivych vzorkid byla smichéna se stej-
nym objemem vzorkového pufru, byla denaturovana
5 minut pfi 80 °C a nanesena na SDS-PAA gel obsahujici
10 % akrylamidu a 3 % sifovadla. Po elektroforéze byly
proteiny na gelu fixovany 5 % glutaraldehydem a gel byl
obarven barvivem - Coomassiebrialliant blue R-250, pfi-
padné (pfi obsahu proteinu v bandu niZ$im nez 0,5 pg) bylo
pouzito barveni stiibrem (AgNOs3). Elektroforéza probiha-
la pfi 190V, 65 mA. Bylo pouZita sestava Bluestar (Blirt
S.A.) a HU-Maxi standard horizontal, Scie-Plas, zdroj
Consort EV 202.

Aplikace proteinu do hydrogelu:

Po izolaci proteinti a provedeni jejich analyz byl vzorek
lyofilizovan, koncentrat poté dialyzovan a po dialyze kom-
ponovan do hydrogelu. Za ucelem studia synergického
efektu LF s nisinem byl pfipraven roztok komer¢niho ni-
sinu, o koncentraci 41 mg/l v 0,02 M HCI.

Priprava hydrogelu:

Karbomer (Carbopol 940, Lubrizol, Wickliffe, USA) byl
navéazen do potfebného objemu deionizované vody tak, aby
jeho mnozstvi ¢inilo 0,8 hm. %, disperze byla ponechana
bobtnat po dobu 24 h, poté bylo pH gelu upraveno na hod-
notu 5,4 pomoci 10% roztoku NaOH. Objem vzorku
hydrogelu byl rozdélen na 5 ¢asti, do nichz byly pfidavany
dalsi ingredience dle tabulky 1.

Tab. 1 SloZeni hydrogell; uvedené koncentrace proteind
jsou vztaZeny na objem hydrogelu

Oznaceni vzorku Slozeni

1 Referencni vzorek

2 Hydrogel s 1 hm. % syrovatkového izolatu
(smés proteind izolovanych z anexu i katexu)

3 Hydrogel + LF (izoldt, 40 ug/ml LF)
Hydrogel + LF (izolt, 120 pg/ml)

5 Hydrogel + LF izoldt (120 pg/ml) + komercni nisin
(160ug/ml)

Mikrobiologicke testy:

Jako testovaci modelové mikroorganismy pro sérii
antimikrobialnich testd byly zvoleny nésledujici kmeny:
Staphylococcus aureus CCM 4516, Pseudomonas aerugi-
nosa CCM 1961, Aspergillus niger CCM 8222, Candida
albicans CCM 8215. VySe uvedené mikroorganismy byly
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zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismii, Masarykova
univerzita v Brng&, Ceska republika.

Pro vyhodnoceni antimikrobidlni stability hydrogelt
byla pouzita metoda vyhodnoceni antimikrobidlni u¢innos-
ti konzervantd, dle Ceského 1ékopisu (2005) na TS agaru.
Inkubace u kment Staphylococcus aureus (koncentrace
inokula: 1,4.107 cfu/ml) a Pseudomonas aeruginosa
(3,6.10° cfu/ml) trvala 24 hod pri 35 °C a u kment
Aspergillus niger (5,8.10° cfu/ml) a Candida albicans
(1,5.10% cfu/ml) 5 dnd pfi 25 °C.

U smési izolovanych proteint (z katexu) byla vyhodno-
covana antimikrobidlni aktivita pomoci diftiznich
agarovych testli, které byly provedeny s bakteriemi
S. aureus (CCM 4516) s koncentraci bakteridlni suspenze
107 - 10® cfu/ml, na Mueller - Hinton agaru. Byla vyhod-
nocovana $itka inhibi¢ni zény u jednotlivych vzorkt, pro
ruzné koncentrace standardu a pro izolovanou frakci
obsahujici LF.

Vysledky a diskuse

V ramci separace pomoci IEC byly ve vzorcich
pripravenych z mléka identifikovany predev§im: o-laktal-
bumin (LA), B-laktoglobulin, BSA, LF a imunoglobulinova
frakce. LF byl ziskdn délenim na katexu (Obr. 1). Obsah LF
v ziskané frakci po separaci kyselé syrovatky vyrobené
z mléka na katexu ¢inil 0,12 + 0,04 mg/ml, ve frakcich
ziskanych ze syrovatky 0,05 + 0,1 mg/ml. Takto bylo
ziskéno (0,98 + 0,05) mg suSiny LF z 5 ml davkovaného
vzorku. Na anexu byly oddé€leny o-laktalbumin (LA), ktery
se vyskytoval v mnoZstvich 0,9 + 0,3 mg/ml a B-laktoglo-
bulin (LG) 2,8 + 0,3 mg/ml, imunoglobuliny (IgG), v kon-
centracich 0,5 £ 0,1 mg/ml. V syrovatce po vyrobé syra se
vyskytoval navic nisin a vétSi mnoZstvi imunoglobuling.
Obsah nisinu byl stanoven na 0,013-0,019 mg/ml.

U vysolenych a nasledné dialyzovanych bilkovin byla
sledovana jejich antimikrobidlni aktivita mikrobiologicky-
mi metodami. Celkové primérnd koncentrace syrovatkovych
bilkovin z frakci byla stanovena na 4,18 + 0,04 mg/ml.
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Obr. 1 Frakce kyselé syrovatky délena na katexu,
obsahujici LF, byla pouZita gradientova eluce
pomoci NaCl (0,4-1,5M)

Obr. 2 Odebrané frakce stanovené pomoci Tricinové
SDS-PAGE:

a) 1 - MW marker, 2 - syrovatka po déleni na anexu
v ¢ase 8, 6 min, 3 - frakce z anexu v ¢ase
11,5 min, 4 - frakce z anexu v case 15,7 min,
6 - z anexu po 18,5 min, 7 - z anexu po 26 min

b) 1 - Nisin, ¢as 6,5 min, 2 - mw-marker,
3, 4 - odbér frakce z katexu ve 12,5 a 17,5 min,
5 - LF standard, 6 - frakce z katexu ve 20,6 min
(LF), 7 - frakce z katexu ve 28,7 min (LF)

Na Obr. 2 jsou elektroforegramy po Tricinové SDS-
PAGE, na kterou byly davkovany frakce odebirané
z kolony béhem separace v preparativnim moédu. Je zde
patrné, Ze LF bylo mozné separovat ve vétsim mnozstvi
pouze na katexu, podobné tomu bylo u nisinu.

Za tucelem ovéfeni moznosti vyuziti izolovanych pro-
teind jako antimikrobialni slozky v kosmetickych prostied-

Obr. 3 Antimikrobialni ti¢innost hydrogelu proti kmeni
Staphylococcus aureus CCM 4516 obsahujici
A) laktoferin izolovany ze syrovatky (120 ug/mi)
a B) komer&ni nisin (164 ug/ml) + laktoferin
(120 ug/mi) izolovany ze syrovatky
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Tab. 2 Vysledky z testu antimikrobidlniho ucinku konzervantu
(dle Ceského lékopisu) u hydrogeld s obsahem izolovanych
syrovatkovych proteinti

slouzit jako Ziviny pro mikroorganismy,
tudiz antimikrobialni Gc¢inky produktu jsou
pak nizsi nez pfi pouziti Cistych proteinti

Pocet cfu/ml nebo izolatu. Hydrogely se syrovatkovym

Pocet cfu/ml

vzorek

naﬁgll'(sot:gny’ Po 24h  Po 7 dnech na%f‘:%t\‘r’gny' Po 24h  Po 7 dnech ko,ncen,tréter_n byly Yyhodgoceny jalfo
Staphylococcus aureus CCM 4516 Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 mlkmb.l,o loglclfy mer.le st'a b 11’n N prot(?zce
1 45.10° 3.8.10° 190" 160" 3.3.10° 2.5.10° obsahuji kromé antimikrobidlnich proteinli
9 55 1 7 1440 4 9 i dal$i slozky. Vzorky s LF o koncentraci
3 25 6 0 2.6.10° o1 0 minimalné 120 pg/ml (v objemu gelu)
4 14 0 0 51102 21 0 vykazovaly kromé bakteriostatického
5 8 0 0 4,3.10° 11 0 ucinku i Gcinek baktericidni. Rovnéz byl
Aspergillus niger CCM8222 Candida albicans CCM 8215 pozorovan i synergicky efekt nisinu a LE.
1 3,3.10° 51.10° 4,6.10° 3,7.10° 2.2.10° 1,4.10° Stabilita gelu s obsahem LF a nisinu, tedy
2 7,5.10? 42 3 2,8.10° 3,1.10? 8 i jeho antimikrobidlni aktivita byla
3 6,8.10° 37 2 1,5.107 85 3 stanovena pouze u cerstvé pripravenych
4 63 27 0 81 51 0 geli. Je tedy nutné provést i dlouhodobé
5 oA 18 0 67 3 0 stabilitni studie.

cich byly dialyzované a lyofilizované frakce obsahujici LF
zakomponovany do hydrogelu. Z vysledkil testovani
antimikrobidlni aktivity je patrné, Ze gely obsahujici smés
vSech izolovanych proteind vykazuji niz$i antimikrobialni
ucinek nez gely obsahujici pouze LF frakci. Vzhledem
k tomu, Ze z literatury bylo zjiSténo, Ze minimalni inhibi¢ni
koncentrace LF se pohybuje od 35 - 100 ug/ml (Naidu,
2000), v zavislosti na druhu bakterii a zptsobu aplikace,
byla pro inkorporaci do hydrogelu zvolena koncentrace
40 a 120 pg/ml. Bylo zjisténo, Ze dostatecnd koncentrace
LF je minimdlné 120 pg/ml v daném hydrogelu. Gely
s takovymto obsahem LF vykazuji nejen bakteriostaticky
ucinek (schopnost konzervace), ale i antibakteridlni vlast-
nosti, predev§im proti kmeni S. aureus, coz bylo ovéreno
diftznimi agarovymi testy. Byl rovnéZ prokazéan i syner-
gicky efekt nisinu a LF proti tomuto kmeni (Obr. 3).

Zaver

Potencial vyuziti syrovatkovych proteint a peptidd jako
konzervacnich latek v kosmetickych prostiedcich lze
vyhodnotit jako perspektivni. Bylo zji§téno, Ze pomoci
relativné nenarocnych metod separace 1ze ziskat dostatecné
mnozstvi syrovatkovych proteinti vykazujicich antimikro-
bidlni vlastnosti pro ucely jejich aplikace v kosmetickych
prostfedcich tak, aby byla zachovéana jejich stabilita, tedy
jejich antimikrobidlni, biologicka aktivita. Ve vzorcich
syrovatky bylo zjisténo az 0,5 % B-LG, 0,15 % LA, 0,05 %
BSA a 0,006 % LF. Mnozstvi nisinu v dodané syrovétce
bylo stanoveno na 0,0013 %. Cerstva syrovatka, ktera je
zpracovana bezprostfedné po odebrani je tedy vhodna pro
izolaci biologicky aktivnich proteinti. Vyskytuje se v ni
i zna¢né mnozstvi imunoglobulint, laktoperoxidazy a lak-
tofericinu, ktery vznikd prfi fermentaci syrovatky a je
rovnéZ slibnym peptidem s podobné Sirokospektralnimi
ucinky jako LF. VytéZzek LF po d€leni na katexu byl
dostatecny pro aplikaci do vzorkd hydrogeli. Pfi pfipravé
produktl se syrovatkovym koncentratem je nevyhodou pfi-
tomnost dalSich slozek syrovatky, které naopak mohou
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