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ABSTRAKT

Predlozend dizertacni prace je zaméfena na pfipravu kombinovanych preparéat s pfirodni aktivni
slozkou ve formé nanocastic a nanovlaken a testovani jejich biologickych G&inkd. Moderni typy
aplikacnich forem byly pfipraveny z biomateridld na bazi jednoho ¢&i vice pfirodnich polymerd.
Chitosanové ¢astice byly pfipraveny metodou zesiténi polymeru s vyuzitim ultrasonikace. Pro pfipravu
liposom( byla pouzita smés sojového lecithinu a cholesterolu, v pfipadé nového typu kombinovanych
liposomu navic biopolymer poly-3-hydroxybutyrat. VSechny liposomové ¢astice byly rovnéz pfipraveny
metodou ultrasonifikace. Nanovlakna byla ziskana z polyhydroxybutyratu s vyuzitim elektrospinningu.
Aktivni sloZzkou preparatd byly smési nizkomolekularnich latek ziskané extrakci z pfirodnich zdrojl
s vysokym obsahem antioxidant(i. Jako zdroje aktivnich latek byly zvoleny vzorky rdznych typu ¢ajl
akar, bylin, kofeni a také vzorky ovoce a zeleniny. U extraktd vzorkd byl pomoci
spektrofotometrickych metod stanoven celkovy obsahu polyfenoll, flavonoidd a celkové antioxidaéni
aktivita. Ziskané extrakty byly nasledné pouzity k enkapsulaci. Pfipravené kombinované preparaty
byly charakterizovany z hlediska jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Velikost ¢astic byla sledovana
s pomoci dynamického rozptylu svétla. Koloidni stabilita ¢astic v suspenzi byla stanovena pomoci zeta
potencidlu. Ke stanoveni U¢innosti enkapsulace aktivni latky do ¢astice byly pouzity
spektrofotometrické metody. Morfologie nového typu kombinovanych liposomu byla sledovana pomoci
elektronové mikroskopie a pro kvantifikaci jednotlivych slozek &astic byly vyuzity metody plynové
i kapalinové chromatografie. Morfologie vlaken a inkorporace aktivni slozky do jejich struktury byla
sledovana s vyuzitim FTIR-ATR spektroskopie a elektronové mikroskopie. Pfipravené preparaty byly
nasledné hodnoceny z hlediska jejich antimikrobialnich, cytotoxickych a genotoxickych G¢€inku.

Bylo zjiSténo, Ze nejvhodnéjSimi typy extraktl pro pfipravu liposomovych ¢€éastic jsou vodné
a lipidické extrakty zdroju antioxidantu. Pfipravené &astice vykazovaly vybornou stabilitu a dobrou
enkapsulaéni G¢innost. Rovnéz bylo potvrzeno, Ze inkorporace polyhydroxybutyratu nesnizuje koloidni
stabilitu C¢astice ani Gc€innost procesu enkapsulace. U pfipravenych preparatli byl potvrzen
antimikrobialni nebo antimykoticky Ucinek proti testovacim mikroorganismdm Micrococcus luteus,
Serratia marcescens a Candida glabrata. Bylo zjiSténo, Ze proces enkapsulace do castic zvySuje
inhibi¢ni efekt samotnych pfirodnich extraktu.

Bezpecnost pfipravenych preparatd byla testovana s vyuzitim dvou huméannich bunéénych kultur:
epidermalnich keratinocytt a bunécné linie HaCaT. Ke stanoveni cytotoxicity byly pouzity jak metody
stanoveni metabolické aktivity bunék, tak metody sledujici intaktnost plazmatické membrany. Pomoci
série cytotoxickych testld byla potvrzena nizkd toxicita liposomovych ¢Eastic. Zkoumani Gc€inki
suspenze liposomu a kombinovanych PHB liposomU ukézalo, Ze spojeni fosfolipidu s polymerem PHB
nezplsobuje vyrazné vyssi hladinu cytotoxicity na lidskych koznich burikach. Testovanim genotoxicity
na modelovém mikroorganismu nebyl prokdzan u pfipravenych preparatd zZadny genotoxicky
potenciél. Novy typ kombinovanych ¢astic i polymernich vidken mlze byt tedy pouzit jako cileny
nosi¢ pro aktivni slozky jako jsou antioxidanty, komplexni pfirodni extrakty, antimikrobialni cinidla
a mnoho dalSich.

KLiCOVA SLOVA

antioxidanty, antimikrobialni aktivita, cytotoxicita, genotoxicita, nanocastice, nanovlakna, liposomy,
enkapsulace, biopolymery



ABSTRACT

The presented doctoral thesis is focused on preparation of nanoparticles and nanofibers
with natural active ingredient and testing their biological effects. Modern types of application forms
were prepared from biomaterials based on one or more natural polymers. Chitosan particles were
prepared from cross-linked polymer using ultrasonication. A mixture of soy lecithin and cholesterol
was used for preparation of liposomes. Poly-3-hydroxybutyrate was used for preparation of combined
liposomes, too. All liposome particles were prepared by ultrasonication. Nanofibers were obtained
from polyhydroxybutyrate using electrospinning. Mixtures of low-molecular antioxidants obtained
by extraction from natural sources were used as active ingredients. Different types of teas, barks,
herbs, spices, fruits and vegetables were selected as sources of natural antioxidants. Total phenolic
and flavonoid content and total antioxidant activity of extracts were determined using
spectrophotometrical methods. Obtained natural extracts were subsequently used for encapsulation.
Prepared application forms were characterized in terms of their physicochemical properties. Particle
size was monitored by dynamic light scattering. Colloidal stability of particles in suspension was
determined using zeta potential. Spectrophotometry was used to evaluate the efficiency
of encapsulation of active compounds into particles. The morphology of the new type of combined
PHB liposomes was monitored by electron microscopy. Chromatography was used for quantification
of individual components of particles. Morphology of nanofibers and incorporation of active agent
into their structure were monitored using FTIR-ATR spectroscopy and electron microscopy.
Afterwards, antimicrobial, cytotoxic and genotoxic effects of preparations were evaluated.

It was found that the most suitable types of extracts for liposome preparation are aqueous and lipid
extracts of natural antioxidants. Prepared particles showed excellent stability and good encapsulation
efficiency. The study confirmed that incorporation of polydroxybutyrate into liposome structure does
not reduce neither the colloidal stability of the particle, nor the efficiency of encapsulation process.
Antimicrobial and antimycotic effect of preparations against model microorganisms Micrococcus
lutues, Serratia marcescens and Candida glabrata was detected. It was found that process
of encapsulation increases the inhibitory effect of natural extracts of antioxidants. The safety
of preparations was assessed using two human cell cultures: epidermal keratinocytes and HaCaT cell
line. Assays of cell viability and plasma membrane integrity were used to determine cytotoxicity
of preparations. Low toxicity of liposome particles was confirmed by a series of cytotoxic tests.
Obtained data showed that association of phospholipid with PHB polymer does not cause a significant
increase in cytotoxicity in human skin cells. Genotoxicity testing on model procaryotic organism
confirmed zero genotoxic potential of preparations. The new type of combined particles and polymeric
fibers cant thus be used as a carrier for active ingredients, complex natural extracts, antimicrobial
agents and many others.

KEY WORDS

antioxidants, antimicrobial activity, cytotoxicity, genotoxicity, nanoparticles, nanofibers, liposomes,
encapsulation, biopolymers
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1 UvVOD

Rostouci poptavka spotfebitelll po zdravych potravinach a GcinnéjSich 1écivych pripravcich vede
vyzkumniky k hlubSimu pochopeni problematiky a vyvoji novych technologii. V sou¢asnosti nejvice
diskutovanym néastrojem pro revoluci mnoha obort lidské €innosti je pole nanotechnologii.

Nanotechnologie, neustale se rozvijejici védni obor, pFedstavuji celou Fadu jednotlivych
technologii, jimz vS8em je spole¢ny koncept vlastnosti hmoty v nanorozméru. Materidl v nanoSkéle
disponuje charakteristikami, které se liSi od vlastnosti stejného materialu na makrodrovni.

Nanomaterialy jsou velikosti blize jednotlivym atomim a molekulam nez makromaterialdm, cilem
nanotechnologii je tedy ovladnout strukturalni podstatu a chovani hmoty na Grovni atom( a molekul.
ProtoZze nanotechnologie sjednocuji pfirodovédné, technické a biomedicinské obory, je pro vyzkum
v této oblasti nezbytny mezioborovy pfistup.

Mnoho ze soucasnych nanotechnologickych aplikaci v potravinafském odvétvi se objevuje
i v nékterych dalSich podobnych odvétvich, predevSim ve farmacii a kosmetice. Hranice
mezi potravinami, farmaceutiky a kosmetickymi pfipravky jsou jiz nyni v nékterych pfipadech
témeér neznatelné. Pfichod nanomaterial(i, které mohou reagovat s biologickymi entitami na témér
molekularni drovni, tyto hranice pravdépodobné déle rozostfi.

Hlavni pfic¢inou Sirokého vyuzivani nanomaterialt je jejich velikost, umozZfujici penetraci kGzi
a zvyseni biologické dostupnosti aktivni latky v misté G¢€inku, a také jejich biodegradabilni charakter,
jenz zajistuje pozvolné uvolfovani. Produkce vyrobkd obsahujicich nanocastice a nanovldkna se
v poslednich dvou dekaddach navySuje, coz mé za néasledek stale castéjSi kontakt s lidskym
organismem. Je tedy naprosto nezbytné odhalit mechanismy jejich interakce s burikami lidského téla.
Nanotoxické studie objasnuji podstatu pusobeni nanomateriald na lidsky organismus a maji za cil
potvrdit i vyvratit bezpecnost pouziti produktl obsahujicich nano¢astice a nanovlakna.

Od zavedeni pojmu nanotoxikologie, jakozto nového toxikologického odveétvi, bylo navrzeno mnoho
metod k vymezeni pfipadnych Skodlivych G€inkd nanomaterial(l. Proces posouzeni toxicity obecné
zahrnuje ¢tyfi hlavni kroky. Nejdfive musi byt nano¢astice a nanovldkna charakterizovany z hlediska
jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. DalSim krokem je monitorovani jejich potencialnich toxickych
Gcinka na bunécné drovni. Nasleduje posouzeni jejich potencialni organové toxicity a zavéreénou
Casti je stanoveni toxicity nanomaterialt na zvifecich organismech.

Cilem této prace bylo vyvijet nové typy Castic a vlaken z pfirodnich materidld za ucelem zisku
ucginnéjSich kosmetickych vyrobkd a potravin s lepSi vyzivovou hodnotou. U pfipravenych preparatd
byly popsany jejich vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti a byla téz ovérena jejich stabilita v raznych
typech prostfedi. Pripravené castice a vldkna obohacené o aktivni slozku byly rovnéz hodnoceny
z hlediska potencialnich toxickych G¢inka pro lidsky organismus.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Enkapsulace v potravina Fském a kosmetickém pr Gmyslu

V poslednich ¢tyfech dekédach ziskaly nano- i mikroGastice své nezastupitelné misto
v potravinarskych, farmaceutickych a kosmetickych disciplinach i v priimyslu produktd denni potfeby.
Technologie pfipravy Castic feSi problémy s nerozpustnosti aktivnich sloucenin, chrani je pred
fyzikadlnim a chemickym znehodnocenim, umoznuje fizené uvolfovani aktivni latky a zlepSuje jeji
penetraci do lidské pokoZzky. Casticové transportni systémy jsou v kosmetickém pramyslu rozsahle
vyuZzivany jako nosi¢ pro transport bioaktivnich latek, nastroj pro trvajici, kontrolovany a cileny pfisun
bez nepfiznivych systémovych efektll. V potravinarstvi se enkapsulacnich technik vyuziva ke zlepSeni
senzorickych vlastnosti potravin, zvySeni biologické dostupnosti nutrientll a rovnéz k vyrobé novych
obalovych materiali s lepSimi mechanickymi, bariérovymi a antimikrobialnimi vlastnostmi [1, 2].
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Obrazek 1: Nejcastéji pouzivané nanomaterialy v potravindi’ském a zemédélském primysiu,
prevzato a upraveno z [3]

2.1.1 Interakce mikro- a nano €astic s lidskym organismem
2.1.1.1 Prachod travicim traktem

Benefity enkapsulace bioaktivnich komponent potravin spoc€ivaji v zachovani jejich aktivity béhem
skladovani, ale také v ochrané aktivnich latek pfi jejich prachodu gastrointestinalnim traktem na misto
pozadovaného ucinku [4, 5].

PFfi navrhovani cileného uvolfiovani bioaktivnich potravinovych slozek je nutné vzit do Gvahy
specifické mechanismy rozpousténi kapsli v raznych ¢astech gastrointestinalniho traktu. Prvnim
mechanismem jsou silné peristaltické viny v tlustém stfevé. V hornich ¢astech GIT je tlak relativné
nizky, kvuli pfitomnosti velkého mnozstvi tekutiny v Zaludku a tenkém stfevé. ZvySeni mechanické
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odolnosti kapsli, jez odolaji tlaku v Zaludku a tenkém stfevé, umozfiuje cilené uvolfiovani bioaktivnich
molekul v doini ¢asti GIT. Druhym mechanismem je vyuziti zmén pH v rlznych ¢astech GIT. Kapsle
z polymeru citlivych na zmény pH zlstanou neporusSené v Zaludku, ale pfi prachodu tenkym stfevem
dojde k jejich rozpusténi vlivem travicich enzymd. Tretim a nejslibnéjSim mechanismem cileného
transportu gastrointestinalnim traktem je vyuziti pfesné lokalni aktivity enzymovych systému
produkovanych mikroorganismy. Bakterialni populace ve stfevé a s ni souvisejici enzymova aktivita
jsou specifické pro rizné ¢asti GIT a umoznuji cilené uvolnéni enkapsulovanych bioaktivnich latek.
Mikroorganismy ve stfevé produkuji Sirokou Skalu enzymd, jako je B-glukuronidasa, B-xylosidasa,
a-arabinosidasa, B-galaktosidasa, nitroreduktasa, azoreduktasa, deaminasa, hydroxylasa a mnohé
dalsi. Volba specifickych matricovych molekul pro tvorbu kapsli zavisi na dostupnych znalostech
o rozlozitelnosti matrice enzymy produkovanymi anaerobnimi bakteriemi v tlustém stfevé. VétSina
vyzkumu se soustfedi na biologicky rozlozitelné pfirodni polymery, které jsou odolné vuci rozkladu
v horni &&sti gastrointestindlniho traktu. VétSina téchto molekul je také povazovana za prebiotika,
nebot slouzi jako zdroj energie pro komenzalni bakterialni populaci [4, 5, 6, 7].
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Obrazek 2: Mechanismy rozpousténi kapsli uplatriované pri cileném uvolriovani
bioaktivnich latek, pfevzato a upraveno z [4]

2.1.1.2 Kaze a pranik k azi

Majoritni funkci lidské pokozky je ochrana organismu pfed okolnim prostfedim. Kaze predstavuje
fyzikalni, imunologickou, metabolickou i UV protektivni bariéru, ktera zabranuje napadeni mikroby,
poskozeni toxickymi chemikaliemi, UV zafenim i ¢asticemi z okoli (v€éetné nanocastic, které se mohou
pfirozené v okoli vyskytovat). Na druhé strané muze byt kize vyuZita jako vstupni misto pro léciva
ajiné aktivni latky, pokud jsou chapany a vyuzivany mechanismy, které poskytuji bariérové
vlastnosti [8, 9].

Kuze se sklada ze dvou hlavnich vrstev. Podkladova dermis obsahuje celou fadu rdznych bunék,
nervd, cév a lymfatickych Zlaz v husté siti pojivové tkané. Nad dermis se oddélena bazalni
membranou nachazi epidermis, sloZzena predevsim z vrstev stratifikovanych keratinocytd obklopenych
extracelularni lipidovou matrix. Keratinocyty podléhaji procesu keratinizace, ve kterém burka
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diferencuje a postupuje smérem vzhiru od bazalni vrstvy pfes stratum spinosum a stratum
granulosum az po vnéjSi vrstvu, stratum corneum (SC, rohova vrstva). Po dosazeni SC se bunky
nakonec odlou¢i. Mezi keratinocyty se ve viabilni epidermis nachazeji i bufiky produkujici melanin,
bunky se senzorickou a imunologickou funkci a také dalSi komponenty pokozky, jako vlasové folikuly
a mazové a potni zlazy [8, 9, 10].

Stratum corneum predstavuje hlavni fyzikalni bariéru kGize, prestup latky pfes SC je tedy limitujicim
krokem penetrace. Na bilkoviny bohaté korneocyty jsou husté zabaleny extracelularni lipidovou matrix
a spole¢né tuto tvofi bariéru. Transport latek pfes stratum corneum se déje pfedevsim pasivni difuzi,
ato tfemi rlznymi mechanismy — transcelularné, intercelularné a skrz vlasové folikuly a potni
Zlazy [8, 9].

intracelularni cesta transcelularni cesta

plazmaticka
membrana

_prostor

lipidickda yodna faze cholesterol lipidicka
faze faze

lipidy keratin

Obréazek 3: Mechanismy transportu latek pres stratum corneum, pfevzato a upraveno z [9]

Intercelularni transport vede zkratkovité pres intercelularni lipidy, zatimco transcelularni draha
vyZzaduje prostup latek jak lipidy, tak i samotnymi keratinocyty. Z toho vyplyva, Ze intercelularni lipidy
hraji hlavni roli v bariérové povaze stratum corneum. Intercelularni drdha je obecné povazovana
za hlavni cestu transportu vétSiny slou€enin, pfirozené vSak vSechny molekuly prochézeji kombinaci
vSech tii cest, jejichz jednotlivy vyznam se bude liSit v zavislosti na fyzikalné-chemické charakteristice
penetrujici latky [8, 9].

2.1.1.3 Prdchod do bun ék a interakce s intracelularnimi strukturami

Charakteristickym znakem kazdé bunécné membrany je jeji schopnost selektivné fidit tok iontd
a molekul dovnitf a ven zbufiky a oddélovat cytosolicky prostor od okolniho prostfedi. Velké
makromolekulové aglomeraty, napf. proteiny, lipoproteinové Castice, viry a také nanocastice jsou
typicky zapouzdieny do vackl a selektivné transportovany do buriky procesem endocytézy.
V zavislosti na velikosti transportnich vackua a vlastnostech vstupujici latky jsou rozliSovany razné
mechanismy endocytdzy, ve vétSiné bunék dochazi k internalizaci tzv. pinocytézou. V tomto procesu
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dochazi v bunééné membrané k invaginaci, jejimz vysledkem je uvolnéni vezikula se zapouzdfenou
vstupujici latkou do cytoplazmy. Kromé aktivniho transportu mohou nanoc¢astice vstupovat do bunék
také pasivni penetraci buné¢né membrany [11, 12].

Interakce bunka — nanocastice jsou na jedné strané modulovany fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
nanocastic véetné velikosti, tvaru a povrchového nédboje a na druhé strané specifickymi parametry
bunky (bunéény typ, faze bunéc&ného cyklu). Porozuméni interakci nanocastice s biomolekulou
¢imembranou je proto dilezitym predpokladem pro navrhovani nanocastic se zvySenou nebo
potlacenou bunéénou absorpci [11, 13].

2.1.2 Metody enkapsulace do mikro- a nano ¢4stic

PfestozZe je popséana cela fada enkapsula¢nich technik, Zadny z postupt neni univerzalné vhodny
pro vSechny materidly a produktové aplikace. Vybér nejvhodnéjSi metody zavisi na aplikaci
transportniho systému, pozadované velikosti ¢astic, fyzikalnich a chemickych vlastnostech aktivni
latky i obalového materidlu, zamySleném mechanismu uvolnéni a v neposledni fadé na nékladech
vyroby. Proces enkapsulace musi byt tedy vzdy navrZzen s ohledem na zamysleny Gcel aplikace.
Mezi nejéastéji pouzivané techniky enkapsulace patfi v potravindfském i kosmetickém primyslu
sprejové suSeni, sprejové chlazeni, extruze, koacervace, lyofilizace, polymerace a enkapsulace
do liposomu [14, 15].

2.1.2.1 Sprejové suSeni

Metoda sprejového suSeni je nejhojnéji vyuzivanou technikou pfi enkapsulaci v potravinafstvi.
Tento proces zahrnuje vytvofeni emulze, suspenze &i roztoku aktivni latky a obalového materialu.
Smés je vstfikovana pomoci rozprasSova¢e nebo trysek do suSici komory s cirkulujicim horkym
vzduchem. Voda ve smési se zaCne okamzité odpafovat a dojde k zapouzdfeni aktivni latky
do obalového materialu. Vyhodou metody je pfedevSim jendoduchost zafizeni a velky objem vyroby,
hlavni nevyhodou pak tvorba neuniformnich ¢astic z hlediska jejich velikosti. Technikou sprejového
suSeni Ize enkapsulovat napfiklad potravinafské pfidatné latky, pfichuté a pigmenty [15, 16].

2.1.2.2 Sprejové chlazeni

Metoda sprejového chlazeni je velice podobna pfedchozi technice, nedochazi vSak k odpafovani
rozpouStédla. Pfipravena smés obalového materialu a aktivni latky je pomoci trysek ¢&i rotujicich
kotoucl vstfikovana do chlazené komory, kde dochazi k tuhnuti smési a tvorbé ¢astic. Obalovym
materidlem byvaji pfi sprejovém chlazeni nejCastéji lipidy a aktivni latkou pak ve vodé rozpustné
mineraly, vitaminy, enzymy apod. [17].

2.1.2.3 Extruze

Zapouzdreni aktivnich latek metodou extruze je vhodné predevSim pro enkapsulaci tékavych
a malo stabilnich senzorickych slouc¢enin. Potahovy material maze byt sloZzen z vice slozek, typicky se
jedna o smés ze sachar6zy, Skrobu, alginatu &i dalSich sacharid(i. Proces zahrnuje protlacovani smési
aktivni latky v tekuté sacharidové matrici pfes trysky do lazné s vytvrzovacim roztokem, po dopadnuti
kapek do lazné dojde ke gelaci sacharidu a tvorbé ¢astic. Vyhodou je nizka teplota procesu, i proto je
metoda €asto vyuzivana k enkapsulaci probiotickych bakterii [17, 18].

2.1.2.4 Koacervace

Koacervace je technika, kterd zahrnuje vytvofeni obalu kolem aktivniho jadra dehydrataci
a vylouéenim polymernich materidld zroztoku zménou fyzikdlné-chemickych vlastnosti roztoku
(zména teploty, iontové sily, pH, polarity). Polymery byvaji v tomto pfipadé Zelatina, arabskd guma,
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chitosan, séjovy protein ¢i karboxymethylcelulosa. K vytvofeni stabilnich kapsli se vyuziva sitovacich
¢inidel, napf. glutaraldehydu. Koacervace je dalSi vhodnou metodou k enkapsulaci probitotickych
mikroorganismd, je vSak velice nakladna [15, 17].

2.1.2.5 Lycfilizace

Lyofilizace, neboli mrazové suSeni, patfi rovnéz mezi enkapsulaéni techniky. Pouzivad se
k zapouzdfeni aromatickych slou¢enin, esenci i I1&Civ. Vyhodou lyofilizace je vynikajici kvalita produktu
z hlediska zachovani aktivity, na druhou stranu je tento proces velice nakladny a dlouhy, obvykle
20 hodin [15, 17].

2.1.2.6 Polymerace

Podstatou metody je tvorba kapsli chemickym nebo fyzikalnim zesiténim polymernich fetézcd.
Obalovy material (napf. alginat) je ve formé roztoku nebo taveniny pfikapavan do situjiciho Cinidla
(roztok dvojmocného iontu, nejastgji Ca’*). Podobné& lze pripravovat Gastice i z chitosanu,
karagenanu a dalSich. Pro tvorbu kapek slouzi jednoduSe pipeta, pfipadné trysky ¢i rozpraSovace.
Zménou podminek metody (teplota, tlak, koncentrace obalového materidlu, velikost trysky) lze
variovat velikosti pfipravenych ¢astic [19, 20].

2.1.2.7 Enkapsulace do liposom u

Liposomy jsou malé sférické vezikuly z pfirodnich fosfolipidd a cholesterolu. Podstatou tvorby
liposomu je hydrofilné-hydrofobni interakce mezi fosfolipidy a molekulami vody. Molekuly fosfolipidd
maji amfifilni charakter, ve své struktufe obsahuji polarni i nepolarni ¢ast. To umozfuje tvorbu
usporadanych struktur s polarnimi skupinami orientovanymi do vnéjSiho vodného prostfedi a vodni
faze uvnitf liposomu [21, 22].

Mechanismus pfipravy liposom( zahrnuje nejprve rozpusténi lipidd v organickém rozpoustédle
a nasledné dispergaci lipidi ve vodé a odpareni organické faze. Liposomy se nejcastéji pfipravuji
metodou injekce rozpoustédla, odparfovanim na reverzni fazi a sonikaci. Pfi injekéni metodé je pomoci
jehly a stfikacky alkoholovy roztok fosfolipidd vstfikovan do vodné faze. U odpafovani na reverzni fazi
je fosfolipidovy film, vytvofeny odpafenim organického rozpoustédla, pfevrstven vodni fazi, pficemz
dojde ke wvzniku liposomd. V obou pfipadech dochazi ktvorbé liposomd tvofenych vice
biomembranami, tzv. multilamelarnich liposomu. Mensi unilamelarni liposomy vznikaji pfi sonikaci.
Vtomto pfipadé se Castice pfipravuji s vyuzitim ultrazvukové sondy ponofené do roztoku nebo
v ultrazvukové lazni [23, 24, 25].
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Obrazek 4: llustrace struktury liposomd, prevzato a upraveno z [21]

2.1.3 Materidly pro p Fipravu mikro- a nano ¢éastic

Pro zapouzdreni aktivnich latek je vhodnéa celd fada sloucenin rtiznych typl a vlastnosti, pfi jejich
vybéru je vSak nezbytné Fidit se bezpecnostnimi pfedpisy. Potravinarska legislativa je vtomto sméru
mnohem striktnéjSi, nez predpisy farmaceutické a kosmetické. Mnozstvi slou€enin schvalenych pro
enkapsulace Ié¢iv a kosmetiky neni povoleno uzivat pro zapouzdfeni aktivnich latek v potravinarstvi,
protoze nebyly schvaleny jako GRAS (,generally recognized as safe“) materidly. Cely proces vyroby
novych funkénich potravin a kosmetiky musi byt navrzen tak, aby vyhovoval poZadavkum
bezpeénostnich instituci jako je Evropsky Ufad pro bezpecnost potravin (EFSA), resp. Evropskou
asociaci kosmetického pramyslu COLIPA [20].

Materidly pouzivané pro enkapsulaci aktivnich latek musi byt biologicky odbouratelné, a musi
poskytovat maximalni ochranu zapouzdfené latce, pficemz s ni nesmi nijak reagovat. Pro enkapsulaci
v potravinarstvi se nejéastéji vyuzivaji polysacharidy. Pouzivaji se pfedevSim Skrob a jeho derivaty,
celulosa, dale rostlinné exudaty arabska guma, guma tragant, guma karaya a také galaktomanany
a pektiny. Pro enkapsulaci do potravin se pouzivaji i extrakty fas (karagenany a alginat) a mikrobialni
i Zivocisné polysacharidy (dextran, chitosan, xanthan). Kromé polysacharid jsou vhodné i nékteré
proteiny (kaseiny, Zelatina) a lipidy. Mezi lipidické materialy vhodné pro potravinarské aplikace patfi
vosky (v€eli, karnaubsky), glyceridy a fosfolipidy [20].

V kosmetickém prdmyslu jsou rovnéz nejbéznéji vyuzivané polysacharidy (gumy, Skroby,
cyklodextriny, chitosan), dale proteiny (Zelatina, kolagen) a lipidy. Velice &astou volbou jsou
i nanoc¢éstice z pfirodnich a syntetickych polymerd (alifatické polyestery PLA, PLGA, PHA ¢i akrylové
polymery, polyvinylalkohol atd.). Anorganické kovové castice a dendrimery rovnéz nachazeji své
uplatnéni v transportnich systémech pro topické aplikace [12, 14].

2.1.3.1 Chitosanové ¢astice

NejrozSifenéjSim polymerem pro pfipravu nanocastic pro topickou aplikaci je chitosan. Jedna se
o linearni polysacharid odvozeny od chitinu, ktery se nachazi v exoskeletu korysi. Aminoskupina
chitosanu snadno podléha protonaci v kyselém az neutralnim prostredi, a tedy pfitomnosti pozitivhiho
naboje. Diky tomu je chitosan rozpustny ve vodé a pusobi bioadhezivné, protoze pozitivné nabity
polymer se vaze na negativné nabité mukoproteiny. Tato interakce pfispivad k prodlouzeni doby
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cirkulace preparatd na bazi chitosanu a tedy k lepSi biologické dostupnosti aktivni latky. Pozitivni
vlastnosti chitosanu je i jeho antimikrobidlni aktivita, pfedevS§im proti grampozitivnhim
a gramnegativnim bakteriiim a houb&am. Chitosanové ¢éastice mohou byt pfipraveny pouZitim
iontového zesiténi, kovalentniho zesiténi, precipitaci ¢i polymerizaci s velikosti ¢astic v rozsahu
20-800 nm podle pouzité metody [12, 26].

2.1.3.2 Alginatové ¢astice

Alginat je pfirozené vyskytujici se aniontovy polymer ziskavany z hnédych morskych fas.
V biomediciné je hojné vyuzivan pfedevsim pro svou biokompatibilitu, nizkou toxicitu, relativhé nizkou
cenu a schopnost snadné gelace pfidanim dvojmocnych kationtt, napf. Ca®*. Alginatové hydrogely
mohou byt pfipraveny rliznymi zplsoby zesiténi a jejich strukturni podobnost s extracelularnimi
matricemi Zivych tkani umoznuje Siroké vyuziti pfi hojeni ran a cileném transportu bioaktivnich latek.
Kryti z alginatu udrzuje fyziologicky vihké prostfedi, minimalizuje infekci v misté rany a umozriuje
fizené uvolfovani aktivnich molekul, v zavislosti na metodé zesiténi a pouzitém cinidle [27, 28].

2.1.3.3 Liposomy

Liposomy jsou sférické vezikuly tvorené lipidy, jez jsou hlavni soucasti buné&nych membran.
Ve své struktufe obsahuji nejméné jednu dvojvrstvu fosfolipidd, do niz mdze byt zapouzdiena aktivni
latka. Primeérna velikost liposom( se pohybuje od 50 do 300 nm v zavislosti na zplGsobu vyroby.
Technik pfipravy liposoma je mnoho, nejCastéji se vyuziva hydratace tenkého filmu, odpafovani
nareverzni fazi, vstfikovani rozpoustédla, sonikace, vysokotlaka homogenizace a nizkotlaka
extruze [9, 12].

Vlastnosti liposomovych ¢astic se odviji od jejich rozmérd, lipidového slozeni, povrchového naboje
a metody pfipravy. Liposomy predstavuji uzite¢ny nastroj cileného transportu predevSim diky své
malé velikosti, biokompatibilité a schopnosti zapouzdfit hydrofilni i hydrofobni latky [25, 29].

Jejich nevyhodou je tendence ke ztraté stability v pribéhu delSiho skladovani. Existuje nékolik
zplsobd, jakymi Ize zabranit pfed€asnému uvolnéni enkapsulované aktivni latky. Jednou z moznosti
zvySeni stability liposomovych ¢astic je asociace s biodegradabilnim polymerem [30].

(XX
, et 111)%s
enkapsulovana ® 3 liposom
aktivni lstka e Y M4 Bl
) () 8
@ e 0
@ = J L2 (i)
=5 &5
. f. : .“‘h
® .

LT

vnéjEi prostredi

Obrazek 5: Pfijeti liposomu do buriky, pfevzato a upraveno z [31]
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2.1.4 Metody charakterizace €astic

Vlastnosti nanocastic a zpusob jejich interakce s lidskym organismem jsou determinovany celou
fadou faktor(l, v€etné distribuce velikosti, povrchového naboje, reaktivity, tendenci k agregaci, tvarem
i chemickym slozenim. Pro popis téchto ¢asticovych charakteristik I1ze vyuzit celou fadu analytickych
metod. Vizualizaci pfipravenych nanocastic, ale i informace o jejich agregaci, disperzi, velikosti,
struktufe a tvaru umoznuji optické metody (TEM, SEM, AFM, apod.). K separaci ¢astic z prostfedi,
pfipadné frakcionaci podle velikosti, Ize vyuzit chromatografické metody (SEC) a také centrifugaci
Cifiltraci. Spektroskopické techniky (DLS, Ramanova spektroskopie, NMR, atd.) poskytuji Siroké
spektrum informaci, vCetné distribuce velikosti &astic, jejich agregaci a strukturdlnim usporadani
¢éastic. DalSi hojné vyuzivanou metodou je hmotnostni spektrometrie, thermogravimetrie (podava
informace o tepelné stabilité a vtandemu s MS slouzi k analyze povrchu nanocastic) a v neposledni
fadé stanoveni elektroforetické mobility a zeta potencialu [32, 33, 34].

2.1.4.1 Zeta potenciél

Zeta potencidl je hodnota udavajici stabilitu koloidniho systému. V blizkosti kazdé koloidni ¢astice
se nachéazi elektrickd dvojvrstva. V okoli ¢astice dojde ke zvySeni koncentrace iontd s opacnym
nabojem, nez je naboj na povrchu ¢astice. Vrstva kapaliny, kterd obklopuje ¢astici, existuje ve dvou
samostatnych ¢astech. Pfimo k povrchu ¢&éastice pfiléha tzv. Sternova vrstva, ktera se pohybuje
zaroven s ¢astici. Uvnitf vnéjSi, tzv. difuzni vrstvy, se nachazi pomyslna hranice, uvnitf které tvori
ionty a Géastice stabilni jednotku. Tato hranice je pohybovym rozhranim vykazujicim elektrokineticky
potencial (zeta potencial) a nazyva se rovina skluzu. Jestlize vSechny &astice v suspenzi budou mit
velky negativni nebo pozitivni zeta potencial, pak se budou odpuzovat a nedojde k flokulaci. Pokud
vSak hodnoty zeta potencidlu budou nizké, nebude existovat zadna sila, jez by zabranila flokulaci.
Obecné je za hranici stability povaZovana hodnota +30 V, resp. -30 mV. Castice s hodnotou zeta
potencialu vyssi nez +30 mV ¢i nizsi nez -30 mV jsou hodnoceny jako stabilni [35, 36].

Hl—l-]: elektricka dvojvrstva
i

]

4 1
o .:F-"‘/ rovina skluzu

L]
| gk =
_____Q__.._.. Castice s rngﬁt}Wﬂlm
povrchowvym nabojem

o

]

]

|

[ ]

|

]

]

o + W

i )

[ ]

! |

[* ]

Stermovavrstva | | difuznivrstva

I ]

100 | :
ld——— povrchovy potencial
- Sterniv potencial

Y s
i E-l- zeta potencial

i

[ ]

e - r -

vzdalenost od povrchu castice

Obrazek 6: Charakterizace ¢astic s vyuzitim zeta potencialu, pfevzato a upraveno z [35]
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2.1.4.2 Dynamicky rozptyl sv étla

Céastice v suspendované v kapaling nejsou nikdy stacionarni, ale neustéle se pohybuji. Tento
fenomén, tzv. Brownlv pohyb, je zplGsoben nahodnymi kolizemi ¢astice s okolnimi molekulami
rozpoustédla. Zatimco malé ¢astice se pohybuji rychle, pohyb vétSich ¢astic je o mnoho pomalejsi.
Tento vztah mezi velikosti €astic a rychlosti jejich pohybu popisuje Stokes-Einsteinova rovnice.
Pristroj Zetasizer vyuZziva k analyze velikosti ¢astic dynamicky rozptyl svétla. Podstatou méfeni je
ozéfeni suspenze laserovym paprskem a naslednd analyza fluktuace intenzity rozptyleného svétla
(Obr. 7). Protoze Castice jsou v neustdlém pohybu, intenzita svétla fluktuuje rovnéz. Z naméfené
intenzity fluktuace je nasledné vypoctena velikost ¢astic v suspenzi [35, 37, 38].

svétlo z laseru nerozptyleng svétlo

pramérna
intenzita

IOV,

Obrazek 7: Stanoveni velikosti ¢astic s vyuzitim dynamického rozptylu svétla, prevzato
a upraveno z [35]

detektor

2.1.4.3 Kryo-TEM analyza

Kromé pozorovani pod klasickym optickym mikroskopem Ize ke sledovani nanocCastic vyuzit
i sofistikovanéjSi elektronovou mikroskopii. Uspofadani elektronového mikroskopu je témér totozné
jako u optického modelu, sklenéné Cocky jsou vSak nahrazeny elektromagnetickymi a vzorek je
zobrazovan nikoliv pomoci fotond, nybrz pomoci proSlych elektron(. Transmisni elektronova
mikroskopie umozniuje zobrazovani vzorkl s rozliSenim 0,1-2 nm. Klasické usporadani této techniky
vyZzaduje suSeni a barveni pozorovaného objektu, coz ma za nasledek mirna zkresleni ve vysledném
zobrazeni. Kryo-elektronova mikroskopie umozZzfiuje zobrazovani objektd v podobé, v jaké skutecné
v roztoku existuji. Vzorky pro kryo-TEM analyzu jsou prudce zamrazeny a zuUstavaji tak ve svém
pfirozeném hydratovaném stavu. A¢koliv byla tato technika plivodné navrZena pro ziskavani informaci
o struktufe biologickych vzorkd na bunééné a makromolekularni Grovni, dnes pfedstavuje velice cenny
nastroj pro vizualizaci nové syntetizovanych nanomateriald. Kryo-transmisni elektronova mikroskopie
poskytuje predstavu o skute¢né podobé nanocéstic, polydisperzité vzorku a zménach v morfologii
¢astic pfi raznych metodach pripravy [39].

2.2 Zvlaknovani v kosmetickém a potravind Fském pr myslu

Materialy na bazi mikro- a nanovldken z biokompatibilnich a biologicky rozlozitelnych polymert
ziskavaji stale vétSi pozornost v mnoha oblastech lidské cinnosti. V biomedicinskych oborech
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a tkanovém inzenyrstvi hraji nezastupitelnou roli diky své schopnosti imitovat fyziologické prostfedi
in vivo. Kryti ran na bazi nanovldken se vyznacuje velkou povrchovou plochou, vysokou poréznosti,
biologickou rozloZitelnosti a schopnosti vytvafet vhodné prostfedi pro rast zivych bunék a inhibici
mikroorganismud. Nanovlakna Ize vyuZzit i pro topické aplikace IéCiv a umoznit jejich fizené uvolfiovani.
Kromé farmaceutickych aplikaci nachazeji nano- a mikrovladkna uplatnéni i v potravinafském primyslu
(napf. obalové materialy ¢i scaffold pro bakterialni kultury), pfi ochrané Zivotniho prostfedi a mnoha
dalSich primyslovych odvétvich [40, 41, 42, 43].

FARMACEUTICKE APLIKACE TKANOVE INZENYRSTVI
- fizeny transport 1&&iv - 3D scaffoldy pro regeneraci

- obvazové materidly cev, kostia chrup_avel-s
- regenerace nervd a kuie

KOSMETICKE APLIKACE
- tisténikize
- hojeni kize

POLYMERNI

NANOVLAKNA FILTRACNI MEDIA

- filtrace vzduchu a kapalin

POTRAVINARSKE APLIKACE

- enkapsulace bioaktivnich latek

- imobilizace enzyma

- vyroba nanobiosenzord

- wijroba aktivnich obalovych materidld
- konstrukce transportnich systéma

Obrazek 8: Vybrané aplikace polymernich nanovlaken v potravinarském, kosmetickém
a farmaceutickém prdmyslu, pfevzato a upraveno z [42, 44]

2.2.1 Metody p Fipravy vliaken

Existuje mnoho riznych metod pfipravy nanovldken, zdaleka nejbéznéjSi je elektrostatické
(elektrospinning) a rotacni (forcespinning) zvladknovani. DalSi moznosti pfedstavuji fazova separace,
rozfoukavani nanovldken zroztoku ¢&i taveniny, dale technika taZzeni nanovldken z kapky
a v neposledni fadé matricova syntéza s vyuzitim Sablon [45].

2.2.1.1 Elektrospinning

Elektrospinning je proces, pfi kterém jsou jemn& polymerni vlidkna vyrabéna z kapalného roztoku
za pouziti elektrostatické sily. Systém pro tento typ zvlakfiovani obvykle sestava ze tfi komponent:
zdroje napéti, jehly pfipojené ke stfikacce a kovového kolektoru. Zdroj napéti vytvaFi vysoky elektricky
potencial mezi jehlou a uzemnénym kolektorem. Nejprve dojde k vytvoreni kapi¢ky roztoku polymeru
na Spicce jehly vlivem povrchového napéti. PFi zvySeni elektrického potencialu se kapi¢kovy tvar
polymerniho roztoku prodluzuje na tzv. TaylorGv kuzel. DalSi zvySeni elektrického potencialu
pfekonava povrchové napéti a zpusobi tvorbu paprsku polymeru smérem ke kovovému kolektoru.
Tryskajici polymerni roztok se postupné koncentruje s odpafovanim rozpoustédla a v pevném
skupenstvi se zachytdva na kolektoru. Koncept elektrospinningu je pomérné jednoduchy, systém je
vSak velmi citlivy na fadu parametrd véetné pouzitého roztoku polymeru, teplotu, relativni vihkost
apod. [46, 47, 48].
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Obrazek 9: Schéma sestavy pro elektrospinning, prevzato a upraveno z [49]

2.2.2 Materialy pro vyrobu vidken

Moznosti vyuziti vldken v tkanovém inzenyrstvi a v transportnich systémech IéCiv jsou témér
neomezené. Jejich funkcionalizace umozfiuje fizené uvolfiovani hydrofobnich i hydrofilnich 1é€iv,
tkaniny z nanovlaken mohou byt sou¢asti kryti ran [12].
nulové toxické plsobeni. Mohou byt biologicky degradabilni i nedegradabilni, v zavislosti na druhu
jejich aplikaci. Obvykle se upfednosthuji viakna degradabilni, ¢imz se eliminuje nutnost jejich
nasledného odstranéni z biologického systému [50].

Nano- i mikrovlakna mohou byt vyrabéna jak z pfirodnich, tak i ze syntetickych polymer(, pfipadné
jejich kombinaci. PFirodni polymery pro pfipravu nanovlaken jsou predevSim polysacharidy (Skrob,
celulosa, agarosa, alginat, chitin, chitosan) a polyamidy (kolagen, fibrin). Tyto latky vyvolavaji
pfi interakci s lidskym organismem minimalni zanétlivou reakci, vyznacuji se dobrymi mechanickymi
vlastnostmi a nékteré i specifickou biologickou aktivitou, jsou proto vhodnymi substraty pro vyrobu
nanovlaken v mediciné i kosmetice. DalSi Siroce vyuZzivanou skupinou latek pro pfipravu nanovlaken
jsou polyestery, predevSim kyselina polyglykolovd (PGA), kyselina polymlééna (PLA) a jejich
kopolymer (PLGA). Specialni kategorii jsou pak polyhydroxyalkanoaty, polyestery produkované
¢innosti mikroorganism [51, 52, 53].

2.2.2.1 Polyhydroxyalkanoéaty a PHB

Poly-3-hydroxybutyrat (PHB) je intracelularni polyester zrodiny polyhydroxyalkanoéatd.
Polyhydroxyalkanoaty jsou skupinou biopolymeri vyznacujicich se dobrou biodegradabilitou
i biokompatibilitou. Jedna se o biopolyestery produkované fadou mikroorganismud, na pramyslové
urovni jsou to bakterie rodu Cupriavidus a Azohydromonas [43,54].

PHB se sklada z monomert 3-hydroxybutyratu, ve kterych je karboxylova skupina jedné jednotky
vazana esterickou vazbou s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru. M& vlastnosti podobné
tém, které se vyskytuji u béznych plastd, je vSak biologicky odbouratelny a biokompatibilni. PHB proto
nachazi uplatnéni v potravinafském primyslu, ve farmacii i mediciné. Jeho hlavni limitaci je vysoka
cena v porovnani s polymery ziskanymi z petrochemického primyslu [55, 56, 57].
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Obrazek 10: Obecné struktura polyhydroxyalkanoatd a pfiklady jejich strukturnich derivéatd,
prevzato a upraveno z [58]

2.2.3 Metody charakterizace vidken

Podobné jako u nanocastic, ke zjisténi fyzikalné-chemickych vlastnosti nanovlaken se vyuziva cela
fada nejrznéjSich technik. K pozorovani molekularni struktury nanovldken se pouziva infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) a nuklearni magneticka rezonance (NMR). Priimér
vlédken a jejich morfologii popisuji, stejné jako v pfipadé nanocastic, optické metody SEM, TEM, AFM
apod. Pro zkoumani chemickych vlastnosti povrchu nanovldken a pfitomnych vazeb je nejCastéji
vyuzivana FTIR a X-ray spektroskopie [59, 60].

2.2.3.1 FTIR-ATR technika

FTIR (Fourier Transform Infrared) spektroskopie je opticka technika poskytujici informace
o chemickych a strukturalnich vlastnostech slou€enin. Tato metoda méfi pohlceni infracerveného
zareni (0,78-1000 um) analyzovanym materidlem, vystupem je infratervené spektrum zobrazujici
transmitanci (propustnost) v zavislosti na vinové délce dopadajiciho zareni. Infralervené zéareni je
elektromagnetické zafeni v rozsahu vinodti od 12 500 do 20 cm™, pfiéemz pro sledovani chemické
struktury latek ma vyznam predevsim oblast s vinoétem 4 000 — 200 cm™. P¥i absorpci infraterveného
zareni dochazi u vzorku ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavli molekuly v zavislosti
na zménach dipolového momentu molekuly [61].

U vzork(, u nichZ je zajmovou oblasti jejich povrch, se pouziva technika zeslabeného vnitfniho
odrazu ATR (,Attenuated Total Reflectance”, Obr. 10). Podstatou metody je uplatnéni Gplného odrazu
zareni na fazovém rozhrani méreného vzorkud a krystalu z materialu s vysokym indexem lomu. Pomoci
soustavy zrcadel je svazek paprskd do krystalu pfiveden tak, aby Uhel dopadu na fazové rozhrani
odpovidal podmince totalniho odrazu. Protoze méfeny vzorek je v kontaktu s ATR krystalem, zafeni
Castecné pronika i do néj. Pokud analyzovany material absorbuje zafeni o urcité frekvenci, pak tato
slozka zareni bude v jinak totalné odrazeném svétle zeslabena. Touto technikou Ize analyzovat pouze
velmi tenké povrchové vrstvy, protoZze penetraéni hloubka do povrchu vzorkd je minimalni (fadové
jednotky um) [62, 63].
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Obrazek 11: Schématické znazornéni svazku paprskd pfivedeného na rozhrani vzorek
krystal v FTIR-ATR spektrometru, pfevzato a upraveno z [64]

2.2.3.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie SEM

V elektronovém mikroskopu jsou klasické optické ¢&ocky nahrazeny elektromagnetickymi
a pro zkoumani vzorku se vyuziva urychlenych elektronl, ¢imz se mnohonasobné zvySuje rozliSovaci
schopnost pfistroje. Pfi pozorovani vzorkl je kazdé misto zamérfeno pohyblivym svazkem elektrona,
které interaguji s atomy vzorku. Cast dopadajicich elektron(i je absorbovana, ¢ast odraZena a navic
dochazi ke generaci primarnim svazkem excitovanych sekundarnich elektroni. Rastrovaci
elektronovy mikroskop néasledné vytvofi ze signald odrazenych a sekundéarnich elektrond obraz
povrchu studovaného vzorku [65].

2.3 Bioaktivni slozky €astic a vlaken

S rostoucim povédomim spotfebitell se zvySuje poptavka po funkénich potravindch s mnozstvim
zdravotnich benefitd, jakoz i po Gc€innéjSich kosmetickych vyrobcich. Enkapsulace antioxidantd,
vitamind, pfichuti, probiotik i esencialnich oleji je celosvétové uzndvanou a Uspésnou technikou
vyroby modernich potravin a kosmetiky. Vyzkumy rovnéz ukazuji, ze synergické ucinky vice
bioaktivnich slozek v komplexnich preparatech vyznamné zvySuji G€innost hotovych vyrobki [66,

67, 68].
2.3.1 Bioaktivni U ¢inek
2.3.1.1 Antioxida éni Uc¢inek

Volny radikal je ¢astice s volnym neparovym elektronem, coz ji €ini nestabilni a vysoce reaktivni.
Volné radikaly atakuji dulezité makromolekuly (lipidy, nukleové kyseliny, proteiny), coZz ma
za nasledek poskozeni bunék. Na lidsky organismus plsobi volné radikaly z okolniho prostfedi,
(rentgenové zareni, ozon, cigaretovy kouf, primyslové chemikalie) i volné radikaly pfirozené vznikajici
v samotném metabolismu [69, 70].

Oxidativni stres je termin pro stav oxidativniho poskozeni, ke kterému dochazi, pokud je rovnovaha
mezi volnymi radikaly a antioxidaénim obrannym systémem posunuta ve prospéch radikalovych
Céastic. Predpoklada se, ze oxidativni stres hraje podstatnou roli u vSech zanétlivych onemocnéni,
ischemickych a neurologickych chorob, u nékterych typu rakoviny a také u procesu starnuti [69,
71, 73].
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Antioxidanty jsou latky schopné zh&Set volné radikaly a zabrafovat tak buné&nému poskozeni.
Neékteré antioxidanty se vytvari pfirozené v lidském metabolismu, jiné jsou pro télo esencialni, a je
nezbytné doplnit je z externich zdroju. Preference spotfebiteld se stale vice naklanéji ve prospéch
pfirodnich zdroja terapeutickych antioxidantd. U mnoha antioxida¢nich latek pfirozené se vyskytujicich
v rostlinnych zdrojich byly potvrzeny zhaSeci vlastnosti vici volnym radikalim. Pouziti pfirodnich
antioxidantd v potravinarském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu je vhodnou alternativou
syntetickych antioxidant(i pfedevSim pro jejich pfiznivou cenu a nulové Skodlivé Gcinky pro lidsky
organismus [69, 73, 74].

2.3.1.2 Antimikrobialni 4 ¢€inek

Antimikrobialni latky jsou syntetické nebo pfirodni slouceniny, které maji schopnost usmrtit
mikroorganismy, pfipadné inhibovat jejich rast [75].

Mechanismus pusobeni antimikrobialni latky muZe byt zaloZzen na interakci s bunécénou
membréanou, coz ma za nasledek zmény v permeabilité a naruSeni transportu latek pfes membranu.
Antimikrobialni latka muze také inaktivovat nékteré z dulezitych enzym( mikroba, zasahnout do jeho
genetické informace, pfipadné inhibovat syntézu proteint [76, 77].

Latky s antimikrobialnim Uc¢inkem nachéazeji své uplatnéni v Sirokém spektru odvétvi pramyslu —
ve farmacii, kosmetice, potravinarstvi, v zemédélstvi i v sanitarnich oblastech [78].

2.3.1.3 Ochrana proti poSkozeni UV za fenim

| pfesto, Ze je slunecni zéafeni pro lidsky organismus esencialni (tkafiova syntéza vitaminu D3),
nadmérna expozice mize mit za nasledek posSkozeni pokozky. Slunce je zdrojem ultrafialového zareni
riznych typd: UVC (200-290 nm), UVB (290-320 nm) a UVA (320-400 nm). Jednotlivé druhy
UV zérfeni se lisi vinovou délkou, energii a s tim souvisejicim odliSnym Skodlivym efektem pro lidsky
organismus. UVB ma typicky za nasledek zarudnuti kize, zatimco UVA je spojovano s generovanim
volnych radikalt a starnutim pokoZzky [79, 80].

Zanétlivé a degenerativni procesy po akutnim a chronickém ozafovani pokozky UV zafenim jsou
zprostfedkovany nadprodukci reaktivnich sloucenin kysliku, které mohou reagovat s DNA, bilkovinami
a mastnymi kyselinami. To vede k naruSeni bunécného metabolismu, morfologickym a strukturalnim
zmeénam, posSkozeni regula¢nich drah a zménam v diferenciaci, proliferaci a apopt6ze koznich bunék.
Vysledkem tohoto oxidativniho poSkozeni muze byt i rozvoj rakoviny kize. Kaze sama disponuje
systémem antioxida¢ni obrany, jehoz Ukolem je primarné zabranit poSkozeni DNA a naslednému
zhoubnému bujeni. Pfi nadmérné expozici UV z&feni a vyCerpani pfirozeného antioxidacniho systému
vSak k posSkozeni tkané dojit mize, proto je nutné kazi chranit pouzitim ochranného kosmetického
pfipravku. Ten obsahuje antioxidanty a UV filtry k blokovani UVA i UVB zéfeni, tedy latky, jez maji
schopnost zafeni odrazit nebo pohltit a pfeménit na tepelnou energii a zabranit tak poskozeni [81,
82, 83].

2.3.2 Polyfenolické latky

Obava spotfebiteld z vedlejSich G¢inkd syntetickych IéCiv a také rostouci naduzivani antibiotik
asnim spojena rezistence mikroorganismu vede vyzkumniky k intenzivnimu studiu pfirodnich
rostlinnych bioaktivnich latek. Vysokou antioxidacni i antimikrobialni aktivitou se vyznacuji
polyfenolické slouceniny. Tyto sekundarni metabolity rostlin tvofi Sirokou rodinu rdznorodych latek,
od jednoduchych molekul az po slozité struktury [84, 85].
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2.3.2.1 Chemicka struktura fenolickych slou  €enin

VSechny fenolické latky maji ve své struktufe nejméné jedno benzenové jadro s jednou nebo vice
(-OH) skupinami. Hydroxylové funkéni skupiny mohou byt dale funkcionalizované methylem,
methoxylem, aminoskupinou nebo glykosylem, coz nasledné ovliviuje jejich rozpustnost. Diky tomu
jsou fenolické slouceniny extrémné rozmanitou skupinou latek liSici se druh od druhu, ale i tkan
od tkané v ramci jediného druhu. | pfes tuto strukturni diverzitu lze fenolické slouceniny rozdélit podle
poctu uhlikd a jejich vzadjemnych vazeb do nékolika tfid uvedenych v Tabulce 1 [86, 87].

Tabulka 1: Déleni fenolickych sloucenin, pfevzato a upraveno z [88]

Trida Strukturni vzorec
Jednoduché fenoly, benzochinony Ce
Fenolické kyseliny Cs-C,
Acetofenony, fenyloctové kyseliny Ce-C,
Hydroxyskoficové kyseliny, fenylpropanoidy, kumariny Ce-Cs
Naftochinony Cs-Cs
Xanthony Ce-C1-Cs
Stilbeny, anthrachinony Cs-Co-Cq
Flavonoidy, isoflavonoidy Ce-C3-Cq
Lignany, neolignany (Ce-Ca)
Biflavonoidy (C6-C3-Co)-
Ligniny (C6-Ca)n
Kondenzované taniny (proanthokyanidiny a flavolany) (C6-C3-Co)n

Do dnesniho dne bylo identifkovano nékolik tisic riznych fenolickych latek s rozlicnymi strukturami.
VSechny tyto slou€eniny jsou syntetizovany ze dvou hlavnich rostlinnych syntetickych drah —
Sikimatové a polyketidové. Uvedenymi metabolismy vznikd obrovské mnozstvi riznych sloucenin,
od jednoduchych molekul az po polymerizované struktury s vysokou molekulovou hmotnosti [89].

Nejvétsi skupinu v ramci rostlinnych polyfenolickych latek tvofi flavonoidy, vice nez polovinu
celkového mnozstvi zndmych sloucenin. Strukturu flavonoidud tvofi 15 uhlikovych atomi usporadanych
do dvou aromatickych jader (A a B) spojenych 3-uhlikatym fetézcem ve formé heterocyklického
kruhu (C; Obr. 12). Rozlicné substituce na jednotlivych kruzich umoznuji vznik mnoha podskupin
flavonoidd, napf.  flavonoly, flavony, flavanony, flavanoly (katechiny), isoflavony
a anthokyanidiny [88, 90].

Obrazek 12: Obecna struktura molekuly flavonoidd [88]
2.3.2.2 Pfirodni zdroje fenolickych slou  €enin

Fenolické slou¢eniny maji pro rostliny mnoho funkénich roli. Jsou nositeli zbarveni, které laka
opylujici hmyz a chrani proti UV zéareni. Diky své trpké a sviravé chuti chrani rostlinu pfed pozitim
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pastevnimi zvifaty a €ini ji rezistentni va¢i patogentm. Navic pro rostliny mize byt syntéza polyfenold
jedinou moznosti odbourani nékterych toxickych metabolitl a xenobiotik [86, 91, 92].

Distribuce fenolickych latek neni na tkanové, bunééné a subcelularni Grovni jednotna. Nerozpustné
fenoly se nachéazeji v bunécnych sténach, zatimco rozpustné fenoly se vyskytuji ve vakuolach
rostlinnych bunék. Vnéjsi vrstvy rostlin obsahuji vy3si hladiny polyfenold nez vnitfni, protoze fenolické
slouceniny pfispivaji k mechanické sile bunéénych stén a hraji roli v reakci buriky na stres a patogeny.
Obsah nékterych fenolickych slozek se muze zvysSit pfi stresovych podminkéch, jako je pusobeni
UV zéafeni, infekce patogeny a parazity, poranéni & vystaveni vysokym teplotam. Uroven fenolickych
sloucenin zavisi i na odridé, podminkach péstovani, procesu dozravani a podminkach zpracovani
a skladovani [93, 94, 95].

Ackoliv se fenolické slouceniny vyskytuji témér ve vSech potravinach rostlinného pdvodu, hlavni
zdroje téchto antioxidant(i pfedstavuje ovoce, zelenina a nékteré napoje. Existuji velké rozdily mezi
celkovym fenolickym obsahem v rliznych pfirodnich zdrojich, dokonce u rdznych rostlin stejného
druhu. Presto Ize fict, Ze mezi nejbohatSi zdroje fenolickych latek patfi ceredlie, bobulovité a citrusové
ovoce, ¢aj a kdva, ¢ervené vino a nékteré bylinky a kofeni [88, 93].

2.3.2.3 Extrakce fenolickych slou €enin

Izolace fenolickych slou¢enin z matrice je obecné zaloZzena na procesu extrakce. Rozpustnost
fenolu se liSi kvali rozlicné chemické povaze této skupiny latek, proto je obtizné vyvinout extrakéni
postup vhodny pro extrakci vSech polyfenolickych sloucenin. Pouzivaji se rozpoustédla jako methanol,
propanol, ethanol, aceton, ethylacetat a jejich kombinace, ¢asto s rliznymi poméry vody. Extrakty
z rostlinnych materiald jsou vzdy rdznorodé smési polyfenolickych slou¢enin v zavislosti na pouzitém
rozpoustédlovém systému. Povaha rostlinnych extraktd je rovnéz ovlivnéna dobou extrakce. Optimalni
doba extrahovani se pohybuje od 1 minuty do 24 hodin, dlouhodobé&jsi extrakce zvySuji
pravdépodobnost oxidace polyfenolld. Pro extrakci nékterych véazanych fenolickych sloucenin
z rostlinnych material( I1ze pouzit kyselou ¢i alkalickou hydrolyzu [93, 96, 97].

2.3.2.4 Vyuziti fenolickych latek v potravind  Fském a kosmetickém pr dmyslu

Polyfenoly se pouzivaji v mnoha odvétvich potravindfského primyslu jako bezpecéna pfirodni
barviva, konzervaéni latky, antioxidanty a pfirodni aditiva. Kvali svym vlastnostem jsou vysoce cenéné
i pro kosmeticky a farmaceuticky primysl. Hraji kli€ovou roli v ochrané rostlin proti UV zafeni
a ruznym chorobam, Gcastni se téZ procesu pigmentace. Tato skupina latek ma kromé antioxida¢nich
a protizanétlivych vlastnosti i silné antimikrobialni Ucinky, diky své schopnosti vytvafet komplexy
s extracelularnimi a rozpustnymi proteiny mikrobialni bunééné stény. Protoze oxidativni stres muze
byt vyvolan i plsobenim UV zéfeni, polyfenolické slouc¢eniny mohou vyrazné pfispivat i k ochrané
pokozky pfed poskozenim zpusobenym ultrafialovym zafenim. Polyfenoly vykazuji i dalsi fyziologické
vlastnosti, v€etné antiaterogennich, antitrombotickych, kardioprotektivnich a vazodilatacnich G¢inkd
[84, 98, 99].

Nevyhodou polyfenolickych latek je jejich nizka stabilita, jsou vysoce citlivé na podminky okolniho
prostfedi. Vyznaduji se také Spatnou biologickou dostupnosti, pfedevSim kvuli nizké rozpustnosti
ve vodé. V neposledni fadé ma mnoho z téchto slouc¢enin velmi vytrvalou hofkou chut, coz omezuje
jejich pouziti v potravinach a orélnich lécich. Aplikaéni forma hotového produktu tedy musi byt
schopné udrzet strukturalni integritu polyfenold, maskovat jejich chut, zvysit jejich rozpustnost ve vodé
a tim i jejich biologickou dostupnost a zabezpedit transport k fyziologickému cili. Enkapsulace se jevi
jako vhodny stabiliza¢ni prostfedek pro zlepSeni vlastnosti polyfenoll. Obalové materialy zahrnuji
polymery pfirodniho ¢i syntetického puavodu a lipidy. Mikroenkapsulované produkty nachazeji Siroké
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vyuziti v potravindfském, kosmetickém i farmaceutickém primyslu, v oblastech zemédélskych
produktd, veterinarni mediciny, biotechnologie i biomedicinského priimyslu [100, 101, 102].

2.3.2.5 Mechanismus antioxida ¢niho p dsobeni polyfenol d

Antioxida¢ni vlastnosti fenolickych slou¢enin jsou umoZznény jejich molekularni strukturou,
konkrétné pfitomnostni hydroxylovych skupin a moznosti rezonanéniho efektu. Existuji dva hlavni
mechanismy antioxidacniho pusobeni polyfenolu. V prvnim pfipadé volny radikal odejme ze struktury
polyfenolu jeden vodikovy atom a stava se nereaktivnim. Zbytek molekuly antioxidantu, fenoxylovy
radikal, je diky vodikovym vazbam, konjugaci a rezonan¢nim efektim v molekule dostate¢né stabilni
a tudiz nedochazi k dalsim reakcim s jinym substratem. Pfi druhém mozném mechanismu dochazi
k pfenosu jednoho elektronu z molekuly antioxidantu na radikal. Jako u pfedchoziho pfipadu, radikal
se stava nereaktivnim a molekula polyfenolu zlstavéa stabilni i jako radikalovy kationt. Fenolické latky
se navic vyznaluji i chelatacni aktivitou. Jedna se o schopnost vytvaret komplexy s atomy kovd,
zejména Zeleza a médi, a inhibovat tak tvorbu volnych radikald katalyzovanou pfechodnym
kovem [103, 104, 105].

HM, O
OH

OH O

Obrazek 13: Mechanismus zhaseci aktivity flavonolu quercetinu proti superxodiovému
radikalu, podstata ochrany DNA [106]

2.4 Stanoveni antioxida ¢éniho U éinku

2.4.1 Stanoveni celkové antioxida €ni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢niho potencialu potravin, rostlinnych extraktd, komerénich antioxidantt
atd. byla vyvinuta cela fada raznych technik méfeni. Tyto metody Ize délit podle zplsobu provedeni
na spektrofotometrické, elektrochemické a chromatografické [107].

2.4.1.1 Metoda vyuZivajici zha3eni radikalu ABTS ™

Metoda TEAC (,Trolox Equivalent Antioxidant Capacity”) je zalozena na zhaSeni barevného
radikalového kationtu ABTS™ (2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)).  V pfitomnosti
antioxidantl dochéazi k odbarveni modrozelené reakéni smési, pfiemz intenzita je pfimo umérna
celkové antioxidaéni aktivité vzorku. Radikéalovy kationt ABTS™ m(Ze byt pfipraven plisobenim
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peroxodisiranu draselného ¢&i oxidu manganicitého. Jako standard se vyuziva ve vodé rozpustny
analog vitaminu E Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylat). Vysledna antioxidaéni
aktivita je vypoctena z kalibra¢ni kfivky a vyjadfena jako ekvivalent aktivity Troloxu [108].

2.4.1.2 Metoda vyuZivajici zhaseni radikadlu DPPH

Podobné jako metoda TEAC, spo€iva i tato technika stanoveni celkové antioxidacni aktivity
ve zhaseni radikalu. DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) je stabilni volny radikal schopny
pfijmout do své struktury atom vodiku a vytvofit redukovanou formu DPPH-H za sou¢asného poklesu
zbarveni sledovaného spektrofotometricky. Metody ABTS a DPPH jsou povaZovany za zakladni
techniky pro posouzeni antioxida¢niho potenciélu Cistych latek i smésnych surovin [107, 108].

2.4.1.3 Inhibice peroxidace lipid @ — TBARS metoda

Peroxidace lipidu vyvolana volnymi radikaly je destruktivni proces, pfi kterém dochéazi k poSkozeni
biomembran a generaci reaktivnich sekundarnich metabolitd. Malondialdehyd je jednim z koneénych
produktd tohoto procesu a jako takovy je povazovan za indikéator lipidové peroxidace. Malondialdehyd
ma schopnost reagovat s kyselinou 2-thiobarbiturovou za vzniku barevného komplexu s maximem
absorbance pfi vinové délce 535 nm. Ubytek mnoZstvi vzniklého komplexu malondialdehydu
a 2-thiobarbituratu odpovidéa antioxida¢ni aktivité vzorku [108, 109].

2.4.1.4 Cyklick& voltametrie

Cyklickd voltametrie je ¢asto pouzivanou metodou pro charakterizaci redoxnich systému.
Elektrochemicka detekce sleduje proud prochazejici mezi pracovni a srovnavaci elektrodou,
ze zavislosti proudu na napéti se kvalitativné stanovi obsah analytu. Proud je produkovan
nizkomolekularnimi antioxidanty v roztoku, jez jsou oxidovany na povrchu pracovni elektrody a jeho
mnozstvi je pfimo imérné antioxida¢ni kapacité vzorku [110].

2.4.2 Stanoveni specifickych skupin antioxidant @
2.4.2.1 Stanoveni individualnich fenolickych latek

K analyze individualnich polyfenold se nejc¢astéji vyuzivd RP-HPLC s UV-VIS, PDA nebo MS
detekci [111]. Metody vysoce Uuc€inné kapalinové chromatografie jsou pouzivany pro separaci,
identifikaci i kvantifikaci fenolickych slou¢enin [93].

2.4.2.2 Stanoveni celkovych polyfenol

Celkovy obsah polyfenoll Ize stanovit spektrofotometricky s vyuzitim Folin-Ciocalteu Cinidla. Tento
reagent, obsahujici fosfore€nan molybdenovy a wolframovy, reaguje v alkalickém prostredi
s fenolickymi latkami za vzniku modfe zbarveného komplexu. Nevyhodou této metody je nizSi
specifita, jelikoz FC ¢&inidlo mGze byt redukovano i jinymi, nez fenolickymi slou¢eninami [112].

2.4.2.3 Stanoveni celkovych flavonoid

Mnozstvi celkového obsahu flavonoidu Ize stanovit rovnéz spektrofotometricky, reakci s chloridem
hlinitym. Jako standart se pouziva katechin nebo kvercetin a obsah flavonoidd je pak vyjadfen v mg
vztaZzenych na ekvivalentni mnozstvi standardni slouc¢eniny [113].

2.4.2.4 Stanoveni n ékterych vitamin @

Vitaminy (askorbat, tokoferoly) lze obecné stanovit pomoci vysokou&inné kapalinové
chromatografie na normalni &i reverzni fazi po extrakci vhodnym typem rozpoustédla. Pro kvantifikaci
vitaminu C se ¢asto vyuziva také titracni stanoveni s vyuzitim 2,6-dichlorindofenolu [107].
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2.5 Stanoveni antimikrobiélni aktivity

Antimikrobiélni latky zasahuji do procesu syntézy bunécné stény, inhibuji syntézu bilkovin
a nukleovych kyselin, pfipadné narusuji spravnou funkci bunééné membrany mikroorganisma. Podle
mechanismu pasobeni se jejich G€inek déli na bakteriostaticky (inhibice rdstu mikroorganismu)
a baktericidni (usmrceni mikroorganismu) [114].

Pro hodnoceni antimikrobidlniho potencialu slou¢enin se nejcastéji uzivd hodnota MIC,
tzv. minimalni inhibiéni koncentrace. MIC je minimalni koncentrace, ktera viditelné inhibuje rast
mikroorganismu za danych  podminek testu a obvykle se vyjadfuje v pug/ml
nebo mg/l [115, 116].

2.5.1 Diluéni metody

Diluéni metody jsou nejvhodnéjSim nastrojem pro stanoveni hodnot MIC, protoze poskytuji pfesny
odhad koncentrace testované latky v zivném médiu. Podstatou diluénich metod je pfidani pfesné
definovaného mnozstvi testované latky do tekutého kultivaéniho média a sledovani ristu, respektive
absence rlstu daného mikroorganismu [117]. Pro in vitro kvantitativni méfeni antimikrobialni aktivity
Ize pouzit agarovou nebo bujonovou diluéni metodu [118].

2.5.1.1 Bujonova dilu ¢éni metoda

Bujonova diluéni metoda je jednou z nejzakladnéjSich metod pro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky. Do Fady zkumavek ¢&i do mikrotitracni desticky s kultivacnim médiem
obsahujicim koncentraéni fadu antimikrobialni latky je ockovano inokulum testovaného kmene.
Po promichani jsou zkumavky nebo mikrotitracni destiCka inkubovany za vhodnych podminek

koncentrace testované latky, u které neni patrny rist mikroorganismu. Signalem rdstu mikroorganismu

je vytvoreni zékalu, ktery se méfi turbidimetricky ¢i spektrofotometricky [118, 119].
2.5.1.2 Agarova dilu ¢éni metoda

Agarova diluéni metoda zahrnuje inkorporaci riznych koncentraci antimikrobialni latky pfimo
do agarového média s naslednou inokulaci testovaného mikroorganismu na povrch agarové plotny.
za danych kultivacnich podminek. Tato technika je vhodna predevSim tehdy, pokud testovana
slou¢enina svym zabarvenim maskuje méreny narist mikroorganismu. Agarova diluéni metoda je
metodou referencni, je vS8ak pomérné pracna [118].

2.5.2 Difuzni metody

Vyhodou difuznich metod je jejich jednoduchost a nizka cena, nevyhodou naopak nemoznost
automatizace testovani. Princip téchto metod spociva v difuzi testované latky do pevného média,
na jehoz povrchu je naockovan mikroorganismus [119, 120].

2.5.2.1 Agarova diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je oficialni metoda pouzivana v mnoha klinickych mikrobiologickych
laboratofich pro rutinni testovani antimikrobialni citlivosti. Petriho misky s agarem se zaockuji
standardizovanym inokulem testovaného mikroorganismu. Poté se na povrch agaru umisti papirové
disky (asi 6 mm v priméru) napusténé testovanou slouceninou o pozadované koncentraci. Petriho
misky jsou nasledné inkubovany v odpovidajicich podminkach. Antimikrobialni ¢inidlo difunduje
do agaru a inhibuje rast testovaného mikroorganismu, mira pasobeni je kvantifikovana jako priimér
inhibi¢nich zon. Vzhledem k tomu, Ze inhibice rdstu bakterii neznamena bakterialni smrt, nelze touto
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metodou rozliSit baktericidni a bakteriostaticky U¢inek testované latky. Navic agarova diskova difuzni
metoda neni vhodna pro stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace MIC, nebot neni mozné
kvantifikovat mnozstvi antimikrobilniho ¢inidla difundovaného do agaru. Nicméné, toto testovani
nabizi i mnoho vyhod - jednoduchost, nizké naklady, moZznost testovani znacného mnozstvi
mikroorganism0 a antimikrobialnich ¢inidel a snadnost interpretace ziskanych vysledk(. Uvedena
pozitiva tohoto testu pfispéla k jeho béznému pouziti pfi antimikrobialnim screeningu rostlinnych
extraktl, esencialnich oleju a dalSich latek [118, 119].

2.5.2.2 Agarova jamkova difuzni metoda

Jamkovéa difuzni metoda je rovnéz Siroce vyuzivana k vyhodnoceni antimikrobialni aktivity
rostlinnych a mikrobialnich extraktd. Podobné jako u metody diskové difuze je cely povrch agarové
plotny zaockovan inokulem mikroorganismu. Poté jsou v agaru asepticky vytvofeny jamky o praméru
6-8 mm pomoci sterilni Spicky. Do vytvorenych jamek se nasledné napipetuje objem (20-100 ul)
antimikrobialniho ¢inidla v pozadované koncentraci. Agarové plotny jsou inkubovany za vhodnych
podminek v zavislosti na testovaném mikroorganismu. Antimikrobialni latka difunduje v agarovém
médiu a inhibuje rust testovaného mikrobialniho kmene [118, 120].

2.5.2.3 Gradientova metoda Etest

Metoda antimikrobialniho gradientu kombinuje princip diluénich a difuznich metod a umozniuje
stanoveni hodnoty MIC. Je zaloZena na moznosti vytvoreni koncentraéniho gradientu testovaného
antimikrobidlniho Cinidla. Testovaci prouzek napustény antimikrobidlni latkou s rostoucim
koncentraénim gradientem je nanesen na povrch agaru pfedem zaockovaného mikroorganismem.
Po uplynuti inkubacni doby je vytvofena elipsoidni zona inhibice. Hodnota MIC je dana prusecikem

okraje prouzku a hranici rastu bakterii. Metoda Etest podava presnéjsi vysledky, na rozdil
od klasickych difuznich metod je vS§ak pomérné drahéa [118].

2.6 Invitro testy toxicity

Vyvoj novych IéCiv, kosmetickych pfipravkd i potravinovych doplik( je neoddélitelné spjat
s testovanim bezpecnosti pro lidské zdravi. ProtoZe in vivo testovani na zvifatech je ¢asové i finanéné
nakladné a vyvstavaji zde i etické problémy, pozornost se prfesunuje na vyvoj testl in vitro. In vitro
testovani bezpecnosti 1éCiv a kosmetiky je levnéjsi, rychlejSi a humannéjsi variantou. V pfipadé pouziti
lidskych bunéénych linii a tkani navic odpada nutnost druhové extrapolace ziskanych dat. Sledovani
toxicity in vitro vychazi z testovacich modell, které jsou relevantni pro ochranu cilového pfijemce
testované latky. Spravny vyvoj in vitro metod vyzaduje systémy, které adekvatné napodobuji kli¢ové
body in vivo mechanism@. V organismu je v3ak bunécna funkce fizena nejen mikroprostfedim
obklopujicim bunku, ale i interakci s ostatnimi bunikami. | pfes pochopeni bunéénych mechanismu
in vivo a uzpusobeni toxikologickych testd tomuto fenoménu, je nutné pocitat s moznymi faleSné
pozitivnimi/negativnimi vysledky in vitro testovani [121, 122, 123].

2.6.1 Testy viability a cytotoxicity

vvvvvv

bezpecnosti cytotoxicita. Cytotoxicita je schopnost slouceniny zpusobit bunéénou smrt pomoci zmén
v bunééném chovani a v bunénych procesech. In vitro testy cytotoxicity sleduji viabilitu bunék
vystavenych testované latce. Vzhledem k tomu, Ze viabilita bunék je determinovana mnoha riznymi
bunéénymi projevy, pro posouzeni stavu bunék se pouziva hned nékolik rdznych parametrd. Jedna se
o proliferaci bunék, integritu bunééné membrany, sledovani mitochondrialni aktivity a dalsi. VétSina
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téchto metod je pomérné jednoducha a umoznuje otestovani velkého mnozstvi vzorkd béhem kratké
doby. Vysledky tohoto screeningu pfedchazi dalsim farmakologickym testim a spole¢né s in vivo testy
biologického uginku jsou dalezitym prvkem ve vyvoji novych léc€iv a doplnkud [118, 124, 125, 126].

2.6.1.1 Redukce tetrazoliovych soli

Tetrazoliové soli obsahuji ve své struktufe pozitivné nabité tetrazolové jadro tvofené &tyfmi atomy
dusiku a jsou hojné vyuzivané ke stanoveni metabolické aktivity bunék. K bufikdm vystavenym
testované latce je pfidana rozpustnd zluta tetrazoliova sul, napf MTT nebo MTS. Béhem 2-4hodinové
inkubace pfi 37°C jsou viabilni bunky schopné pfeménit MTT/MTS na nerozpustny fialovy
formazanovy produkt, ktery je nasledné rozpustén organickym rozpoustédlem (DMSO) a kvantifikovan
spektrofotometricky.  Pfedpoklada se, Zze MTT je téméfF vyluéné redukovano intracelularné
mitochondrialni sukcinatdehydrogenasou. Mnozstvi formazanu je pfimo Umérné poctu metabolicky
aktivnich bunék v kulture [127, 128].

— NADH NAD* =
Br i ::‘.\ { ‘:;.
\‘}_ 4 \:\’: 4
N-N N—NH
= A N 8 AL s
/ _.::"--F \M,.Nh_h_l;:. > - f ‘Fﬂ-’ \Na,Nq.._ III:,-*' \\_ =
N Ng 0 N B0
CH1 IGHE
MTT Formazan

Obréazek 14: Redukce fialové tetrazoliové soli na zluty formazanovy produkt [124]
2.6.1.2 Redukce resazurinu

Metabolick& aktivita bunék muze byt sledovana i pomoci redoxniho indikatoru resazurinu. Format
testu je podobny jako u tetrazoliovych soli, resazurin je vSak rozpustny ve fyziologickych pufrech.
Viabilni burky s aktivnim metabolismem dok&zi zredukovat resazurin na fluoreskujici resorufin,
mnozstvi produkovaného resorufinu se pak kvantifikuje pomoci fluorimetru s 560 nm emisnim
a 590 nm excitacnim filtrem. Metoda vyuZzivajici redukce resazurinu je navic citlivéjSi nez v provedeni
s tetrazoliovou soli. Komeréné dostupnym produktem vyuzivajicim tento mechanismus je Alamar Blue
Assay [124, 129].

2.6.1.3 Mérfeni mnozstvi ATP

Méfeni ATP pomoci luciferazy je nejCastéji uzivanou metodou detekce viability
u vysokokapacitniho screeningu (HTS). ATP je akceptovano jako platny marker zivotaschopnosti
bunék, protoze viabilni bunky ho obsahuji ve striktné regulovaném mnoZzstvi. PoSkozené bunky
nejenze ztraci schopnost ATP syntetizovat, obsahuji navic endogenni ATPasy, které rychle
vyCerpavaji stavajici ATP. Podstatou metody je kvantifikace ATP pomoci luciferasové reakce pfimo
Uumérné poctu viabilnich bunék. Pro uvolnéni bunécného ATP je nezbytna lyze bunék. Komeréni kity
obsahuji detergent pro lyzi bunék, inhibitory ATPasy pro stabilizaci uvolnéného ATP, luciferin jako
substrat a stabilni formu luciferasy jakozto katalyzatoru pro reakci, pfi niz dochazi ke generovani

foton(. ATP test je nejrychlejSi a nejcitlivéjSi z pouzivanych testu viability bunék [124, 129].
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2.6.1.4 MérFeni mnozstvi LDH

Laktatdehydrogenasa je cytosolicky enzym, ktery slouzi jako indikator buné&né smrti, protoze
pfi poSkozeni bunééné membrany dojde k jeho uvolnéni do extracelularniho média. Pro kvantifikaci
uvolnéné LDH se vyuziva jeji schopnosti katalyzovat reverzibilni pfeménu pyruvatu na laktat
za soucasné spotifeby NADH. Plvodni test byl navrzen tak, aby méfil zménu absorbance pfi 340 nm,
ke které dochazi pfi oxidaci NADH na NAD+. Pfi vyvoji komerénich kit vzniklo mnoho dalSich
modifikaci, v€etné spfazeni sreakci s tetrazoliovou soli za vzniku formazanu, ¢&i kvantifikace
barevného produktu reakce pyruvatu s 2,4-dinitrofenylhydrazinem v alkalickém prostredi [127].

2.6.1.5 Barveni lysozom & neutralni éerveni

Neutralni ¢erven (3-amino-7-dimethylamino-2-methylfenazin hydrochlorid) je slabé kationtové barvivo,
které pomoci pasivni difuze pronika pfes buné&nou membranu a hromadi se v lysozomech, kde se
vaze na zaporné nabitou lysozomalni matrix. Princip metody je zaloZzen na faktu, Ze zatimco zivé
buriky hromadi barvivo ve svych lysozomech, mrtvé buriky nejsou schopné barvivo akumulovat.
Vysledna intenzita obarveni buné&né populace méfitelnd spektrofotometricky je pfimo Umérna
mnozstvi viabilnich bunék [118, 130].

2.6.1.6 Barveni trypanovou mod Fi

Barveni trypanovou modfi je jednoduchd, rychld a levnd metoda pro stanoveni viability bunék.
Trypanova modf, patfici mezi diazo- barviva, neni schopna proniknout do bunék s intaktni bunécnou
membranou. Mrtvé burky vSak kvuli ztr4té membranové selektivity absorbuji trypanovou modf
do cytoplazmy. Zivé burky tedy pFi kontaktu s roztokem modFi zUstavaji bezbarvé, zatimco mrtvé
buriky ziskaji tmavé modré zbarveni. K vyhodnoceni testu se pouziva svétleného mikroskopu [131,
132].

2.6.1.7 Kalcein-AM metoda

Kalcein-AM je derivat fluorescinu a patfi mezi fluorescencni barviva pouzivana ke sledovani
viability bunék. Jedna se o vysoce lipofilni barvivo, které je po vstupu do burky konvertovano
intracelularnimi esterasami na kalcein produkujici intenzivni zelenou fluorescenci pfi 530nm.
Kalcein-AM je zadrzovan pouze bufikami s intaktni plazmatickou membranou, intenzita fluorescence
je tedy pfimo Umérna mnoZstvi viabilnich bun&k. Casto vyuzivanym komerénim kitem zaloZzenym
na tomto principu je produkt LIVE/DEAD [133].

Pocatec¢ni screening studie bezpecnosti novych pfipravkld tradiéné zacind posouzenim viability
bunék vystavenych testované latce. Tyto testy se vyznacuji snadnosti provedeni i interpretace
vysledkd a relativné nizkou cenou. Na druhé strané neposkytuji zadné informace o mechanismu
pfipadného toxického Gc€inku. Pro zisk téchto poznatkl je nutné provedeni mnoha dalSich testd
(Obr. 15). Jednd se predevSim o sledovani zmén vgenomu a Vvgenové expresi. Zmény
v genové/proteinové expresi mohou byt detekovany polymerazovou fetézovou reakci PCR a s pomoci
Western/Northern blotu. Produkce charakteristickych zanétlivych markert je mapovana enzymatickou
imunosorbentni analyzou ELISA. Pro posouzeni zmén ve vlastni genetické informaci se uzivaji
tzv. genotoxické testy [118, 120. 127, 135].
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Obrazek 15: Idealizovany diagram buriky pro ilustraci parametrd sledovanych v testech
cytotoxicity a viability, pfevzato a upraveno z [134]

2.6.2 Bunécéné kultury pro invitro testovani toxicity

Vyuziti bunécnych kultur m& v experimentalni praci mnohé vyhody, oproti jinym biologickym
modelim. Pokus probiha v kontrolovaném prostfedi a na jediném, pfesné charakterizovaném typu
bunék. Vysledek tedy neni ovlivnén interakci s jinymi tkAnémi a bunécnymi populacemi. Manipulace
s bunéénymi kulturami je pomérné snadna, béhem kratké doby Ize ziskat velké mnozZstvi
homogenniho materidlu. Navic je mozné v pribéhu experimentu pouzivany zivy model znicit, coz
pfi manipulaci s jinymi modely, napf. pokusnymi zviraty, pfedstavuje eticky problém [136, 137].

Provoz bunééné laboratofe méa sva striktni pravidla, jimz podléhd veSkerd prace s bunécnymi
kulturami. Bunky jsou kultivovany za definovanych podminek vihkosti, pH a teploty, ve specifickém
rastovém médiu vhodném pro danou bunéénou linii. Pro in vitro testy toxicity je dostupna cela fada
bunéénych kultur, vhodny typ je vybiran s ohledem na tkan cilového plsobeni testované latky.
Bunééna kultura se ziskavé izolaci ztéla laboratorniho zvifete nebo ¢lovéka. Postup zahrnuje
mechanické rozvolnéni tkdné a enzymatické natraveni extracelularni matrix kolagenasou, trypsinem
apod. Vysledkem je smés bunék nékolika riznych typd, jez Ize od sebe oddélit pomoci centrifugace,
se nazyva primokultura neboli primarni bunééné kultura. Po dosazeni konfluence se buriky pasazuiji,
pfenesou do nové kultivaéni nadoby a vznikd tak subkultura, sekundarni kultura. Naslednym
péstovanim a dalSim pasdzovanim se ziskd dostatek homogenniho materidlu pro provedeni
cytotoxickych testd. Specialnim typem bunék jsou tzv. bunécné linie, kontinudlni nebo také
imortalizované kultury. Na rozdil od normalnich bunék se lépe mnozi, snaze kultivuji a nepodléhaji
starnuti. Kultury kontinuélnich bunék lze izolovat z nadorové tkané, nékdy vznikaji spontanni
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transformaci bunék. Imortalizovanou linii je mozné ziskat i cilenou chemickou &i virovou transformaci
bunéénych kultur [136, 137].

Vlastnosti bunéénych kultur se lisi podle Zivoc€iSného druhu, tkdné a také podle stafri bunécného

zdroje (dospély jedinec vs. embryo). NejjednodussSi moznosti zisku bunécné kultury jsou zavedené
sbirky, napf. z ECACC (European Collection of Cell Cultures) a ATCC (American Type Cell
Collection) [136, 137].
Pro in vitro testovani toxicity se vyuzivaji tisice bunéénych kultur izolovanych z raznych zdroji. Kazda
bunééna kultura se vyznacuje specifickym stupném slozitosti a pfibuznosti se souvisejici in vivo
situaci. PFi vybéru vhodné bunécné kultury je nutné zvazit mnoho faktor(, predevSim zdrojovou tkan,
vyuZziti primokultur respektive imortalizovanych linii, dostupnost bunék, rastové charakteristiky, stabilitu
bunék a mnohé dalsi [136, 138].

2.6.2.1 Caco-2 linie

Bunécna linie Caco-2 je jednou z nejcastéji pouzivanych bunéénych kultur, zejména pfi testovani
toxicity potravin a léCiv. Jedna se o lidskou bunécénou linii izolovanou z karcinomu tlustého stfeva.
Caco-2 buniky poskytuji obraz o bariérovych vlastnostech stfevni sliznice a jsou tudiz cennym
nastrojem farmaceutického i potravinarského pramyslu pro zisk informaci o absorpci Iékd a potravnich
slozek. Zaroven slouzi jako model pro testovani pfipadnych toxickych metabolit( potravin [139, 140].

2.6.2.2 HT29 linie

Buriky lidského adenokarcinomu tenkého stfeva HT29 jsou Siroce pouzivany k posouzeni
potencialniho protinadorového G¢inku riiznych potravnich komponent. Tato bunééna linie, cenéna
pro svou podobnost s enterocyty tenkého stfeva, slouzi i k testovani antioxidacnich,
imunomodulacnich a antigenotoxickych efekt potravin a lé€iv. Ko-kultura HT29 s burikami Caco-2 je
¢astym modelem pro studium transportu 1€kl a potravinovych slouéenin pres epitel stfevni sliznice
[139, 141].

2.6.2.3 HEK — Keratinocyty

Lidské epidermalni keratinocyty jsou vhodnym modelem ke studiu epitelialnich funkci, kozni
biologie a toxikologie. Keratinocyty predstavuji 90% vSech bunék v epidermis, nejsvrchnéjsi vrstvé
pokozky. Prvni buriky, které pfichazeji do styku se slou¢eninami aplikovanymi lokalné na kdzi, jsou
pravé keratinocyty [142, 143].
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Obrazek 16: Lidské epidermalni keratinocyty: monovrstva (A), imunoznaceni — cytokeratin 18
cervené, e-kadherin zelené, jadra vizualizované DAPI modfe (B), 3D model kdze (C) [143]

2.6.2.4 HaCaT linie

HaCaT bunky jsou imortalizovanou linii lidskych keratinocytl. A€koliv normalni keratinocyty jsou
priméarni volbou pro studium mechanismu epidermalni odpovédi na xenobiotika, vyuZiti alternativni
linie HaCaT muze predstavovat mnoho vyhod, a to predevSim ve snadnéjsi kultivaci a pomalejSim
starnuti bunék. HaCaT burky jsou spontdnné imortalizovanou linii keratinocytl Siroce vyuzivanou
pro testovani kozni senzitivity a cytotoxicity [144, 145].

2.6.3 Stanoveni genotoxicity

Testovani genetické toxicity se rutinné provadi pro identifikaci potencialnich genetickych
karcinogeni a mutagenu zarodeénych bunék Klasifikace latky z hlediska genotoxicity je obecné
zalozena na kombinaci nékolika testll pro posouzeni typu ucinku genetického posSkozeni. Podle
urovné, na niz latka pusobi, Ize genetické poSkozeni spojené s onemocnénim rozdélit na genové
mutace (bodové mutace, které ovliviuji jednotlivé geny), klastogenni G€inky (strukturalni zmény
chromozomd) a aneuploidii (numerické aberace chromozomu). Podle svétové zdravotnické
organizace WHO je termin ,mutace” chapan jako trvala zména ve sktruktufe a/nebo mnozstvi
genetického materidlu organismu, ktera mize vést k dédicnym zménam a zahrnuje genové mutace
i strukturalni a numerické aberace chromozomu. Genotoxicita je schopnost latek poSkozovat DNA
nebo bunécéné slozky regulujici funkci genomu (DNA opravné systémy, DNA polymerazy apod.)
a zahrnuje vSechny nepfiznivé G¢€inky na genetickou informaci. Tyto potencialné Skodlivé Gcinky
nemusi nutné souviset s mutagenitou. Genotoxicita je tedy SirSi termin nez mutagenita, ktera se tyka
pfimo schopnosti vyvolat mutace [146, 147, 148].
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Vzhledem k Sirokému rozsahu genetického poskozeni, ke kterému muZze dojit, je testovani navrzeno
tak, aby obsahlo rizné mechanismy mutagenity. Standardni procedura pro schvaleni farmaceutickych
a chemickych sloucenin zahrnuje testovani bodovych mutaci, aneuploidie i fragmentace chromozomd.
V sou€asnosti tato série testd vyuziva in vitro test genové mutace na bakteriich (Ameslv test,
SOS Chromotest), test na genové mutace in vitro na savcich bunécnych kulturach (napf. TK test
mysSiho lymfomu), a in vitro test na sav€i chromozomové aberace (numerické nebo strukturdlni).
VSechny uvedené testy jsou kratkodobé a screeningové. VétSina kratkodobych testd na bakteriich
a sav€ich bunécénych kulturach byla navrzena predevSim pro prvotni identifikaci nebezpecnosti,
a proto mlze predstavovat pouze vychozi bod v procesu hodnoceni rizik. To, zda pozorované Gc¢inky
jsou pro Clovéka relevantni za predpokladanych podminek expozice, zavisi na farmakokinetickych,
farmakodynamickych a dalSich faktorech, které vyZaduji vySetfeni in vivo [146, 147, 148].

2.6.3.1 Ames av test

Amesuyv test je metoda zaloZzen&d na detekci reverzni bodové mutace u modifikovaného kmene
Salmonella typhimurium. U tohoto kmene doSlo k mutaci, kterd mikroorganismu zabrariuje
syntetizovat aminokyselinu histidin, a proto pfi jeho nedostatku v kultivaénim médiu kmen nemdze rist
a vytvaret kolonie. Mutantni kmen jsou v priibéhu testovani kultivovan s potencialné genotoxickou
latkou. Pokud dojde ke zpétné mutaci vlivem testované latky, funkce genu pro syntézu histidinu se
obnovi a bunky bakterii jsou tak schopné rist i v médiu neobsahujicim histidin [149, 150].

Amesuv test byl pivodné navrzen v klasickém uspofadani na kultivacnich agarovych miskach
a pozdéji modifikovan i pro provedeni na mikrotitracnich destickach. Jedna se o Siroce vyuzivanou
metodu pro privodni screening mutagenniho potencialu novych chemikalii a Ié¢iv [149, 150].

2.6.3.2 SOS Chromotest

SOS Chromotest je kolorimetrickd metoda, ktera méfi expresi gent indukovanou toxickymi €inidly
u specialné upraveného kmene E. coli. Test byl navrzen jako rychlejsi a levnéjsi alternativa tradi¢niho
Amesova testu, jehoz soucasti je kultivace bakterii rodu Salmonella na agarovych plotnach.
SOS Chromotest se provadi na 96-jamkovych desti¢kach a vysledkd byva dosazeno jiz po nékolika
hodinach. Jeho citlivost je na stejné Urovni jako u Amesova testu a je proto uzite€nym nastrojem
pro zékladni screening potencialné genotoxickych slou¢enin [151, 152].

Systém SOS hraje Ustfedni roli pfi odezvé E.coli na genotoxické slouceniny; reaguje na Sirokou
Skalu chemickych latek. Pravé spousténi tohoto systému je vyuZzivano jako ¢asny signal poSkozeni
DNA. V SOS odpovédi hraji klicovou roli dva geny: lexA kdduje represor pro vSechny geny v systému
a recA kdduje protein schopny Stépit lexA represor pfi aktivaci SOS indukénim signalem zpldsobenym
pFitomnosti genotoxické slou¢eniny. K monitorovani spousténi SOS systému se u tohoto testu vyuziva
fuze SOS genu sfiA slacZ, strukturnim genem E.coli pro beta-galaktosidasu. Jako kontrola je
zaroven sledovéna syntéza alkalické fosfatasy, jejiz pokles aktivity znaci inhibici bunék [152].

Podstatou SOS Chromotestu je inkubace E.coli s koncentra¢ni fadou testované latky. Po uplynuti
reakéni doby je testovana aktivita syntetizované beta-galaktosidasy pomoci jednoduchého
kolorimetrického testu. Produkovany enzym Stépi chromogenni substrat a dochazi ke zméné zbarveni
roztoku. Vystup testu je jak kvalitativni (viditelny barevny gradient) pro Gc€ely screeningu, tak
i kvantitativni. V kvalitativnim méfeni je vynesena zavislost odpovédi (barevna produkce spojena
s produkci beta-galaktosidasy) na davce toxické slouceniny. Vystupem testu je univerzalni parametr
SOSIF, tzv. indukéni sila, ktera odrazi schopnost slou¢eniny indukovat SOS odezvu [151, 152, 153].
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2.6.3.3 Kometovy test

Kometovy test je mikroelektroforetickd metoda stanoveni poSkozeni DNA. Tato technika,
publikovana v osmdesatych letech minulého stoleti, patfi mezi tzv. ,single cell* metody. Podstatou
testovani je elektroforéza izolovanych bunék a rozdilnd migrace poskozené vs. nepoSkozené DNA
vlivem elektrického pole. Zatimco molekulova hmotnost nepoSkozené DNA je velmi vysoka a molekula
tak drzi svuj sféricky tvar, pfi poSkozeni DNA vlivem toxické slou¢eniny dochazi ke vzniku menSich
fragmentu, jez pfi elektroforéze vytvofi obraz podobny kometé. Pro vizualizaci a vyhodnoceni
kometového testu se vyuzivaji fluorescencéni barviva a specializované software [154, 155].

Kometova analyza je Siroce vyuzivanou technikou pfi hodnoceni toxicity novych farmaceutik
i kosmetiky, patfi mezi techniky akceptované EFSA a je vhodna i pro posouzeni toxicity
nanomateriélt [154, 155].
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3 CILE PRACE

Zameéfenim disertacni prace je vyuziti vybranych pfirodnich biopolymer( zejména na bazi
polysacharidu, pfipadné PHA, k pfipravé kombinovanych preparatd obsahujicich pfFirodni aktivni
slozky ve formé& nanocastic nebo nanovlaken. Hlavnim zaméfenim prace je pfiprava preparéatt
pro vyuziti v kosmetice a v potravinarstvi véetné testovani genotoxickych, cytotoxickych a dalSich
biologickych G¢inkGi jak materidlt, tak castic a vldken s aktivni slozkou (v souladu s aktualni

legislativou doporu¢enou EFSA).
V ramci prace budou feSeny néasledujici dil¢i ukoly:

screening a vybér vhodnych pfirodnich biopolymera zivocisného, rostlinného a mikrobialniho
pavodu, jejich charakterizace

pfiprava modernich typd aplikacnich forem (mikro- a nanocastice a vlakna) z biomateriald
na bazi jednoho ¢&i vice typu pfirodnich polymert

optimalizace metod charakterizace mikro-a nanoc¢astic a vlaken na bazi pfirodnich polymer
pfiprava funkcionalizovanych ¢&astic a nanovlaken, testovani fyzikalné-chemickych vlastnosti
funkcionalizovanych materiald

zavedeni postupt kultivace bunéénych kultur a testd cytotoxicity, optimalizace testu
genotoxicity

testovani genotoxickych, cytotoxickych a dalSich biologickych ucink( materiald i aplika¢nich
forem

stabilita a biodegradabilita polymerd a aplikacnich forem v modelovych fyziologickych
podminkach
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZité p Fistroje a chemikélie
4.1.1 Pouzité p Fistroje a pom tGcky

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Mikrocentrofiga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Vakuova odparka IKA Werke, RV06-ML (Némecko)

Vortex TK3S, TecnoKartell (Némecko)

Ultrazvukovy homogenizéator/dispergéator Bandelin Sonpuls HS3200, SonorexTechnik (Némecko)

Spektrofotometr S-220, Boeco (Némecko)

Nanophotometer IMPLEN UV-VIS (N&mecko)

Zetasizer Nano ZS, Malvern (Spojené kralovstvi)

Elektrospinningova soustava Fakulty chemické VUT v Brné (Ceska republika) - prototyp

Transmisni elektronovy mikroskop FEI Tecnai F20 s 4k CCD kamerou, Thermo Fischer (USA)

Rastrovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7600F (USA)

HPLC/PDA sestava sestava HPLC Thermo Finnigan Thermo Fischer Scientific (USA)
termostat LCO 101 Column Oven ECOM (Ceska republika)
pumpa MS Pump Plus Finnigan SURVEYOR (USA)
detektor PDA Plus Detector Finnigan SURVEYOR (USA)
predkolona C18 AJO Phenomenex
kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm
vyhodnocovaci systém Xcalibur (USA)

Laminarni box Aura mini, BioAir Instruments (USA)

Temperovana tfepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (Ceska republika)

Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/LED (Ceska republika)

Software Dino-Capture 2.0 (Ceska republika)

Biohazard box, Airstream Il, ESCO (N&mecko)

Univerzalni chlazené centrifuga Hermle (Némecko)

CellCulture CO, inkubéator, ESCO (Némecko)

ELISA reader EL800, BioTek (USA)

Software Gen 5, BioTek (USA)

Inverzni biologicky mikroskop i-101 LW Scientific (USA)

Kamera BioVID 1080P/2M, LW Scientific (USA)

Software Toupview, ToupTek Photonics (Cina)

4.1.2 Pouzité chemikalie
4.1.2.1 Chemikalie pouzité k izolaci a charakteriza ci vzork 4 a pFiprav é ¢astic

2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina) ABTS, Sigma Aldrich (Némecko)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova kyselina Trolox, Sigma Aldrich (Némecko)
Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade, Sigma Aldrich (Némecko)

Folin-Ciocalteuovo &inidlo, Penta (Ceskéa republika)

Hovézi sérovy albumin, Serva (Némecko)

Chitosan, Vitrum-Lachner (Ceska republika)

Cholesterol, Sigma Aldrich (Némecko)
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Katechin, Sigma Aldrich (Némecko)

Kofein, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina gallova, Sigma Aldrich (Némecko)

Lysozym z vaje¢ného bilku, Serva (Némecko)

Lecithin ze sojovych bobu, Sigma Aldrich (Némecko)
Methanol pro HPLC, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
Morin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Peroxodisiran draselny, Sigma Aldrich (Némecko)

PHB Lot 720, Biomer, Fakulta chemicka (Ceska republika)
Rutin, Sigma Aldrich (Némecko)

Triethanolamin, Sigma Aldrich (Némecko)

Tripolyfosfat sodny, Sigma Aldrich (Némecko)

4.1.2.2 Chemikalie pouzité ke kultivaci a test dm toxicity

Agar powder, Himedia (Indie)

NB médium, Himeida (Indie)

Pepton, Himedia (Indie)

Kvasni¢ny extrakt, Sigma Aldrich (Némecko)

KGM-Gold Keratinocytes Cell Basal Medium, Lonza (USA)

DMEM high glucose, no pyruvate, Lonza (USA)

Trypsine-Versene EDTA, P-Lab (Ceské republika)

Accutase, Biosera (USA)

Fetalni bovinni sérum HyClone (USA)

Antibiotic-antimycotic 100X, Biosera (Némecko)

MTT Duchefa Biochemie (Nizozemi)

Alamar Blue Cell Viability Reagent, ThermoFischer Scientific (USA)
Pyruvéat sodny, WVR (USA)

NADH, WVR (USA)

2,4-dinitrofenylhydrazin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Komeréni kit EBPI SOS Chromotest (Kanada)

Komer¢ni kit BioPlex Pro Human Cytokine Immunoassay BioRad (USA)

4.2 Material

4.2.1 Zdroje aktivnich slozek preparat
4.2.1.1 Caje

Zeleny ¢aj Gunpowder Formosa (Oxalis, z.p. Tchajwan), ¢erny ¢aj Gunpowder Black (Oxalis, z.p.
Tchajwan), bily ¢aj Pai Mu Tan Bila pivorika (Oxalis, z.p. Cina), Lapacho (Oxalis, z.p. Brazilie),
medovy kef Honeybush (Oxalis, z.p. JAR), Rooibos ¢erveny (Oxalis, z.p. JAR), Rooibos zeleny
(Oxalis, z.p. JAR), guarana (Exotic Herbs, Asie), matcha (Cajové kvétina, s.r.o., z.p. Japonsko)

4.2.1.2 Kary

Bfezova kura fezana (Yzop LTD, CR), dubova kira (Rosa Canina CR), vrbova kira (Rosa
Canina, CR)
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4.2.1.3 Byliny

Kopfiva dvoudoma, rakytnik feSetlakovy, hefmanek pravy, jitrocel kopinaty, levandule lékarska,
cerny bez kvét, rozmaryn lékarsky, matefidouSka obecna, echinacea (tfapatka nachovd), Salvéj
IékaFska, kozinec blanity, lichofefiSnice vétSi, oregano, citronova trava, fenykl obecny, jetel luéni,
febficek obecny. VSechny vzorky byly zakoupeny v prodejné Légivé rostliny Brno.

4.2.1.4 KoFfeni

Hrebicek, skofice, €esnek suSeny, musSkatovy ofiSek, badyan, pepf cerny, pomerancova kura,
suSena mletd kurkuma, suSeny mlety zazvor. VSechny vzorky byly zakoupeny v béznych obchodech.

4.2.1.5 Ovocné/zeleninoveé vzorky

V praci byly pouzity vzorky mrkve a smési lesnich plodda (maliny, boravky, jahody, mrazené) bézné
dostupné v obchodech. Vzorek okurky horké byl pfivezen z Asie.

4.3 Pouzité mikroorganismy

Pro testovani antimikrobidlnich G¢inkG byly vtéto praci vyuzity dva bakteridlni kmeny
— Micrococcus luteus CCM 1569 a Serratia marcescens CC 8587 a jeden kvasinkovy kmen — Candida
glabrata CCM 8270. V3echny kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismt v Brné.

4.4 Pouzité bun é€né kultury

Pro testovani cytotoxického Gcinku pfipravenych preparatt byly vyuzity 2 bunééné kultury. Lidské
epidermalni keratinocyty HEK (102-05a) byly ziskany ze sbirky Public Health England, Londyn,
Spojené Krélovstvi. Linie imortalizovanych keratinocytd HaCaT byla ziskana z CLS Cell Line Services
GmbH, Eppelheim, Némecko.

4.5 Priprava vzork U pro enkapsulaci a charakterizaci

4.5.1 Priprava vodnych a alkoholovych extrakt

Pro pfipravu extrakta z ¢aja, kar, bylin a kofeni bylo navdzené mnozstvi vzorku zalito 15 ml
vybraného rozpoustédla a louhovano po dobu 15 minut. Navazka vzorku ¢inila vzdy 1g. Jako
rozpousStédla byla zvolena voda, methanol, ethanol a dimethylsulfoxid. PFipraveny extrakt byl nasledné
prefiltrovan pres gazu.

4.5.2 Ptiprava ovocnych/zeleninovych § t'av a extrakt G

Extrakty z ovocnych a zeleninovych vzorkd byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 4.5.1,
Stavy byly ziskany pomoci odStaviiovace. Kvuli vysoké viskozité byly pfipravené Stavy odstfedény
v plastovych centrifuga¢nich zkumavkéach po dobu 5 minut pfi 7 500 ota¢kach/min.

4.5.3 lzolace lipidickych extrakt @ metodou dle Folche

Lipidické extrakty byly zwvybranych vzorkd bylin a kofeni izolovany Folchovou metodou.
Odvéazenych 10 gramu vzorku bylo po homogenizaci smichano s 200 ml extrakéni smési
(chloroform : methanol v poméru 2 :1). Po 60 minutdch extrakce pfi laboratorni teploté byl vzorek
prefiltrovan pfes skladany filtr a poté smichan s dalSimi 100 ml extrakéni smési. Po 30 minutach byly
extrakty z obou kroki smichany a bylo pfidano 36 ml destilované vody. Po protfepani a odpipetovani
horni vodné faze byla spodni faze prekapana pfes bezvody siran sodny do banky s kulatym dnem.
Ziskany extrakt byl odpafen s pomoci vakuové rota¢ni odparky pfi teploté 40 °C a vyextrahované
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lipidy byly rozpustény v 1 ml chloroformu. Vtéto podobé byly vzorky uchovavéany pfi -4 °C,
pro stanoveni zakladnich charakteristik a pfipravu ¢astic byl chloroform odparen v digestofi [156].

4.6 Stanoveni zakladnich charakteristik vzork 0

4.6.1 Stanoveni celkovych polyfenol

Celkové polyfenoly byly stanoveny s vyuzitim Folin-Ciocalteuova c&inidla, princip stanoveni je
uveden v kapitole 2.4.2.2. Do zkumavek bylo napipetovan 1 ml destilované vody, 1 ml Folin-
Ciocalteuova ¢inidla zfedéného 1:10 a 50 pl extraktu vzorku. Obsah zkumavek byl promichan
navortexu a po 5 minutdch bylo pfipipetovano 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného.
Zkumavky byly opét kratce vortexovany a po uplynuti 15 minut byla proméfena absorbance
pfi 750 nm [157].

Pro sestrojeni kalibracni fady byl pouzit standardni roztok kyseliny gallové o koncentracich
0,1 - 0,7 mg/ml. Koncentrace celkovych polyfenol v extraktu byla vypoctena ze ziskané kalibracni
rovnice (4.1). Vysledné mnoZstvi polyfenold obsazenych ve vzorku bylo pfepoéteno na navazku
daného vzorku a vysledky jsou uvadény v mg na gram plvodniho materialu.

A =12921«c [mg/ml] (4.2)
4.6.2 Stanoveni celkovych flavonoid

Mnozstvi celkovych flavonoidd bylo stanoveno reakci s chloridem hlinitym, ktery tvofi stabilni
barevné komplexy s C, ketoskupinou a s C; nebo Cs hydroxylovou skupinou na zakladni struktufe
molekuly flavonoidd. Do zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml destilované vody, 0,2 ml 5% dusitanu
sodného a 0,5 ml extraktu vzorku. Obsah zkumavek byl promichan na vortexu a po 5 minutach bylo
pfidano 0,2 ml 10% chloridu hlinitého. Po kratkém promichani a uplynuti 5 minut bylo do zkumavek
pfipipetovano 1,5 ml 5% hydroxidu sodného a 1 ml vody. Zkumavky byly vortexovany a inkubovany pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 15 minut. Nasledné byla zméfena absorbance pfi vinové délce
510 nm [158].

Pro sestrojeni kalibraéni fady byl pfipraven standardni roztok katechinu v koncentraénim rozmezi
0,05 - 0,3 mg/ml. Koncentrace flavonoidd v extraktu byla vypoétena ze ziskané zavislosti absorbance
na koncentraci (4.2). Vysledné mnozstvi flavonoidd obsazenych ve vzorku bylo prepocteno
na navazku daného vzorku a vysledky jsou uvadény v mg na gram puvodniho materialu.

A=25902+c [mg/ml] (4.2)
4.6.3 Stanoveni jednotlivych flavonoid G metodou HPLC

Pro stanoveni vybranych individualnich flavonoidd byla pouZita metoda RP-HPLC s PDA detekci.
Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.1 a po vhodném zfedéni nastfikovany
na kolonu pomoci davkovaci smycky o objemu 20 pl. Analyza probihala na koloné Kinetex C18
pfiteploté 30 °C a pratoku 750 pl/min. Jako mobilni faze byla pouzita smés okyselena
voda : acetonitril : methanol (50:30:20), eluce byla izokraticka. Detekce byla provedena
spektrofotometricky s vyuzitim PDA detektoru pfi 370 nm. Pro stanoveni individualnich flavonoidd byly
pouzity standardni roztoky morinu a rutinu v methanolu. Ziskana data byla analyzovana pomoci
softwaru Xcalibur. Vysledné koncentrace jednotlivych flavonoidd byly vypocéteny z externich
kalibraénich zavislosti standardd [159].

41



4.6.4 Stanoveni kofeinu, theofylinu a theobrominum  etodou HPLC

Ke stanoveni mnozstvi kofeinu, theofylinu a theobrominu ve vybranych vzorcich byla vyuzita
metoda vysoce U¢inné kapalinové chromatografie s reverzni fazi. Vzorky byly pfipraveny postupem
uvedenym v kapitole 4.5.1 a pfed nastfikem 10x zfedény. Separace probihala na koloné Kinetex C18
s reverzni fazi pfi teploté 30 °C a pritoku 600 pl/min. Mobilni f4zi byla smés vody a acetonitrilu
(80 : 20), eluce byla izokraticka. Detekce probihala na PDA detektoru pfi vinové délce 270 nm. Pro
vypocet koncentrace kofeinu, theofylinu a theobrominu ve vzorcich byla sestavena a proméfena
externi kalibra¢ni kfivka standardnich roztokd kofeinu o rGznych koncentracich. K vyhodnoceni byl
pouzit systém Xcalibur [160].

4.6.5 Stanoveni obsahut Fislovin

Trisloviny, neboli taniny, jsou fenolické slou¢eniny o velké molekulové hmotnosti schopné vytvaret
komplexy s proteiny. Pro stanoveni tfislovin byla vyuzita metoda proteinové precipitace. Po pfidavku
hovéziho sérového albuminu k extraktu vzorku dochazi kvytvofeni srazeniny z proteinQ
s hydrolyzovatelnymi a kondenzovanymi tfislovinami. Precipitat je nasledné rozpustén detergentem
a stanoven spektrofotometricky jako barevny komplex s chloridem zelezitym pfi 510 nm [161].

Hovézi sérovy albumin byl rozpustén v pufru (0,2 M ledova kyselina octova a 0,17 M chlorid sodny,
pH=4,9) na konec¢nou koncentraci 1 mg/ml. Pro stanoveni tfislovin byly u wvybranych vzorkd
pfipraveny extrakty do 50% methanolu metodou popsanou vV kapitole 4.5.1. Do plastovych
centrifugac¢nich zkumavek bylo napipetovano 2 ml roztoku albuminu a 1 ml extraktu vzorku. Zkumavky
byly ponechany po dobu 24 hodin v ledni¢ce pfi teploté 4 °C. Po uplynuti této doby byly zkumavky
zcentrifugovany pfi 3000 g po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetovdn a peleta nasledné
rozsuspendovana ve 4 ml smési SDS/TEA. Roztok SDS/TEA byl pfipraven rozpusténim 50 ml
triethanolaminu v 1 litru 10% roztoku dodecylsulfatu sodného. Po rozpusténi pelety byl ke vzorku
pfidan 1 ml 0,01 M roztoku chloridu Zelezitého v 0,01 molarni kyseliné chlorovodikové. Zkumavky byly
promichany na vortexu a po 15 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byla proméfena absorbance
pfi 510 nm. Jako blank slouzil roztok chloridu Zelezitého v SDS/TEA. Koncentrace tfislovin v extraktu
byla vypocttena ze ziskané zavislosti absorbance na koncentraci (4.3). Vysledné mnozstvi tfislovin
obsazenych ve vzorku bylo pfepocéteno na navazku daného vzorku a vysledky jsou uvadény v mg
na gram pavodniho materialu.

A =0,5247 «c [mg/ml] (4.3)
4.6.6 Stanoveni antioxida €ni aktivity pomoci ABTS

Pro stanoveni antioxidacni aktivity byla vtéto praci pouzita metoda vyuzivajici zhaSeni
radikalového kationtu ABTS™ [162]. ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7 mM.
Radikalovy kation ABTS™ o kone&né koncentraci 2,45 mM byl ziskan rekaci s peroxodisiranem
draselnym. Roztok byl pfed méfenim ponechan pfi laboratorni teploté ve tmé po dobu nejméné
12 hodin. Pro stanoveni antioxidaéni aktivity byl roztok ABTS™ zfedén UV-VIS ethanolem
na absorbanci 0,700 + 0,02 pfi vinové délce 734 nm.

Do zuzené kyvety bylo napipetovano 1 ml roztoku radikalu a 10 ul extraktu vzorku. Po deseti
minutach inkubace byl zaznamenan pokles absorbance (A;). Jako vychozi hodnota slouzilo proméreni
absorbance 1 ml roztoku ABTS™ a 10 pl destilované vody (A;). Rozdil téchto hodnot AA (A, — A;) byl
dosazen do kalibraéni rovnice sestavené s vyuzitim standartniho roztoku Troloxu. Standart byl
pfipraven rozpuSténim troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)
v 60% ethanolu na koncentra¢ni rozmezi 50 — 400 pg/ml. Hodnota antioxidani aktivity extraktu byla
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vypoctena z kalibra¢ni rovnice (4.4), prepoctena na navazku materialu a vyjadfena jako hodnota
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Vysledna antioxidac¢ni aktivita vzorku je ekvivalentni
aktivité vypocteného mnozstvi Troloxu.

A =0,7415+c [mg/ml] (4.4)
4.7 Priprava €astic
4.7.1 Priprava chitosanovych €astic

Chitosanové Castice byly pfipraveny s vyuzitim ultrasonikace. Do 10 ml extraktu vzorku bylo
pfidano 30 mg chitosanu a 0,1 ml koncentrované kyseliny octové. Smés byla sonikovana a po malych
davkach byly pfikapavany 3 ml 0,5% roztoku tripolyfosfatu sodného [163].

4.7.2 Ptiprava liposom u

Liposomové Castice byly pfipravovany zlecithinu a cholesterolu vpoméru 9:1
(lectihin : cholesterol) pomoci ultrazvukového homogenizatoru. K 10 ml vody ¢i extraktu vzorku bylo
pfidano 90 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu. Smés byla ultrazvukovdna po dobu 1 minuty
pfi frekvenci 20 kHz s vyuzitim chladici lazné do vzniku liposomové suspenze [25].

4.7.3 Priprava kombinovanych liposom G s PHB

V 1 ml chloroformu bylo rozpusténo 70 mg lecithinu, 20 mg poly-3-hydroxybutyratu a 10 mg
cholesterolu. Roztok byl smisen s 10 ml destilované vody a ultrazvukovan za podminek uvedenych
v 4.7.2. Z vytvofené liposomové suspenze byl nakonec na magnetické michacce pfi 50 °C odparen
chloroform.

4.8 Analyza ¢éastic

4.8.1 Stanoveni enkapsula €ni Géinnosti

Pro ur€eni enkapsulaéni G¢innosti bylo vyuzito stanoveni neenkapsulovanych polyfenold metodou
uvedenou v kapitole 4.6.1. Enkapsula¢ni G¢innost byla vypoétena z hodnot mnozstvi polyfenol
ziskanych proméfenim v extraktu pfed enkapsulaci a v supernatantu po enkapsulaci.

mnozstvi polyfenold v extraktu - mnozstvi polyfenolu v supernatantu
X

EU[%] =
el mnozstvi polyfenold v extraktu

100 (4.5)

4.8.1.1 Stanoveni enkapsula ¢€ni U ¢innosti chitosanovych  ¢astic

Do zkumavky typu Eppendorf byl napipetovan 1 ml pfipravenych chitosanovych ¢&astic
a centrifugovan po dobu 5 minut pfi 14 000 ot/min. Po centrifugaci bylo odpipetovano 50 pl
supernatantu a pouzito ke stanoveni enkapsulaéni G¢innosti.

4.8.1.2 Stanoveni enkapsula ¢€ni U ¢€innosti liposomovych a PHB-liposomovych castic

Liposomova suspenze byla centrifugovana po dobu 5 minut pfi 6 000 ot/min. Supernatant byl
odpipetovan a znovu sto¢en pfi 11 000 ot/min po dobu 60 minut. Po druhé centrifugaci byl supernatant
odpipetovan a ¢astice byly rozsuspendovany ve stejném mnozstvi sterilni vody. 50 ul supernatantu
bylo pouzito ke stanoveni enkapsulaéni G€innosti [164].
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4.8.2 Stanoveni velikosti €astic pomoci dynamického rozptylu sv  étla

Distribuce velikosti ¢astic u pfipravenych suspenzi byla zjiStovana s vyuzitim dynamického rozptylu
svétla. Princip méfeni je uveden v kapitole 2.1.4.2. Vzorky byly vhodné nafedény destilovanou vodou
a analyzovany s pomoci pfistroje ZetaSizer Nano za laboratornich podminek.

4.8.3 Stanoveni elektrokinetické stability = €astic pomoci zeta potencialu

Stabilita pfipravenych koloidnich systémua byla zjiStovana jako hodnota zeta potencialu pomoci
pFistroje ZetaSizer Nano. Princip tohoto stanoveni je uveden v kapitole 2.1.4.1. Casticové suspenze
byly vhodné nafedény a analyzovany za laboratornich podminek.

4.8.4 Stanoveni stability ¢astic
4.8.4.1 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

Pro stanoveni stability €astic pfi styku s potravinami bylo vyuzito tzv. simulant( potravin neboli
modelovych potravin. Modelové potraviny a jejich slozeni dle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi
€. 38/2001 Sb., o hygienickych pozadavcich na vyrobky uréené pro styk s potravinami a pokrmy, je
uvedeno v tabulce 1. Pro stanoveni stability ¢astic v tukovych potravinach byl zvolen model olej : voda
v pomérul:4.

Tabulka 2: Pouzité typy modelovych potravin, pfevzato a upraveno z [165]

Druh potraviny Modelova potravina Zkratka
Vodné potraviny (tj. vodné potraviny majici pH > 4,5) Destilovana voda MP 1
Kyselé potraviny (tj. vodné potraviny majici pH < 4,5) Kyselina octova 3 % MP 2
Alkoholické potraviny Ethanol 10% MP 3
Tukové potraviny Olivovy olej 20 % MP 4

Vzorek c&asticové suspenze upraveny metodou uvedenou v kapitole 4.8.1.2 byl smichan
s modelovou potravinou v poméru 1:3 (&astice : modelova potravina). Céstice byly s modelovymi
potravinami uchovavany pfi 4 °C po dobu 2 mésicd a v pravidelnych intervalech byla
spektrofotometricky sledovana jejich stabilita v daném prostfedi jako mnozstvi uvolnénych polyfenoli
(kap.4.6.1).

4.8.5 Analyza liposom G a PHB liposom 0 kryo-TEM mikroskopii

Pro porovnani struktury liposomi a PHB liposom( byla vyuZita kryo-elektronova transmisni
mikroskopie. Snimky byly pofizeny pomoci pfistroje FEI Tecnai F20 s 4k CCD kamerou FEI Eagle
pfi urychlovacim napéti 200 kV.

Pro pfipravu vzorkd k mikroskopovani byly 4 ul nefiltrované ¢€asticové suspenze naneseny
na nosnou folii Quantifoil R2/1 (Holey Carbon on 200 mesh grid). Vitrifikace kapalnym ethanem
chlazenym kapalnych dusikem byla provedena pomoci zafizeni Vitrobot TM (FEI) s nasledujicimi
parametry procesu: blot time 2.0 s, blot force -2, 10.0 s wait time. Vzorky nanesené na féliich byly
pred samotnym mikroskopovanim uschovany v tekutém dusiku. Vysledny obraz byl zpracovan
s vyuZzitim automatickych software EPU a Tomo.

4.9 Priprava vlidken

4.9.1 Priprava pracovnich roztok a pro zvlak novani

Zasobni roztok poly-3-hydroxybutyratu byl pfipraven rozpusténim PHB v chloroformu na kone¢nou
koncentraci 2% hm., smés byla michana pfi 60 °C na magnetické michacce do Uplného rozpusténi.
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V pfipadé vldken obohacenych o aktivni slozku bylo do zasobniho roztoku pfidano odpovidajici
mnozstvi lipidického extraktu na kone¢nou koncentraci 1 mg/ml.

4.9.2 Priprava vlaken pomoci elektrospinningu

Zvlaknovani probihalo na elektrospinningové soustavé sestavené na FCH VUT v Brné. (Obr. 16).
Injekéni stfikacka byla naplnéna 20 ml zadsobniho roztoku a uchycena do davkovace. Vzdalenost jehly
a kolektoru byla nastavena na 15cm. Jehla a kolektor byly nasledné pfipojeny ke kladnému a
zapornému polu zdroje VN. Zvldknovani probihalo pfi napéti 15 kV a primérném pratoku 9 mi/hod.
Po ukoné&eni zvladkfiovani byla vlakenna textilie sesbirana a sterilné uschovana pro dalsi praci.

Obrazek 16: Elektrospinningova soustava FCH VUT v Brné

4.10 Analyza vlaken

4.10.1 Stanoveni antioxida ¢énich vlastnosti vlaken

Antioxida¢ni potencial vldken byl stanoven metodou uvedenou v kap. 4.6.6. Zvazeny vzorek
vlakenné textilie o velikosti 1 cm? byl vioZzen do zkumavky a ponofen do 2 ml roztoku radikalového
kationtu ABTS™. Po uplynuti 10 minut byl sledovan pokles absorbance a vypoétena antioxidagni
aktivita.

4.10.2 Sledovéani uvol novani aktivni latky z viaken

Rychlost uvolfovani navazané aktivni latky z vldken byla méfena jako mnozstvi uvolnénych
polyfenolu do prostfedi metodou uvedenou v kap. 4.6.1. Pro sledovani uvolnéni hydrofilnich latek byla
zvolena voda, jako modelové rozpoustédlo pro hydrofobni slou¢eniny byl zvolen ethanol. Vzorek
vlakenné textilie o velikosti 1 cm® byl vioZzen do 2 ml modelového prostiedi a mnoZstvi uvolnénych
polyfenold bylo stanovovano v ¢ase 0, 2, 5, 10, 20, 30 a 60 minut.

4.10.3 Analyza vlaken technikou FTIR-ATR

Navazani slozek lipidického extraktu na vlakna bylo pozorovano s vyuzitim infraCervené
spektroskopie, pro analyzu byla vybrana technika FTIR-ATR. Méfeni bylo provedeno pomoci
spektrometru Nicolet iS50 s jednorazovym diamantovym ATR nastavcem. Pro méfeni byla vybrana
absorbance v rozsahu vinoétt 4000-400 cm™, spektra byla stanovena s krokem 4 cm™ jako pramér
128 skenl. Méfeni probihalo oproti vzduchu jako slepému vzorku.
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4.10.4 Analyza vldken TEM mikroskopii

K analyze vldken pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byl pouzit elektronovy mikroskop
JEOL JSM-7600F. Snimky byly vytvofeny pfi urychlovacim napéti 10 kV a zvétSeni 1000x a 5000x.

4.11 Antimikrobialni testy

4.11.1 Kultivace mikroorganism 4 pro testovani antimikrobialni aktivity

Pro sledovani antimikrobialniho Ucinku pfipravenych preparéat(i byly jako modelové mikroorganismy
zvoleny kmeny Micrococcus luteus, jako zastupce grampozitivnich bakterii, a Serratia marcescens,
jako zastupce gramnegativnich bakterii. Antimykoticky efekt vzorkd byl stanoven s vyuzitim
kvasinkového kmene Candida glabrata.

4.11.1.1 Kultivace bakterialnich kmen @& Micrococcus luteus a Serratia marcescens

Obé kultury byly dlouhodobé uchovavany na agarovych plotnach pfi 4 °C a pfed samotnym
antimikrobidlnim testem bylo pfipraveno inokulum zaockovanim kultury do tekutého média.
Pro kultivaci obou bakterialnich kmena bylo pouzivano komeréni zivné médium Nutrient Broth,
pfipravené podle instrukci vyrobce. Ve 100ml Erlenmayerovych barfikach bylo rozpusténo 50 ml média
a sterilovano v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Po vychladnuti bylo médium
zaockovano jednou klickou a za stalého tfepani inkubovano pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Takto
pfipravena bakteridlni kultura byla pro diluéni test nafedéna cerstvym médiem na absorbanci 0,1
pfi vinové délce 630 nm. V pfipadé difuznich testld bylo 100 pl 24 hodinové kultury zaockovéno
na Petriho misky s zivnym médiem (Nutrient Broth s pfidavkem agaru o koncentraci 25 g/l).
Zaockované agarové plotny byly pfed nanesenim testovanych vzorkd kultivovany pfi 37 °C po dobu
24 hodin.

4.11.1.2 Kultivace kvasinkového kmene Candida glabr  ata

Pro kultivaci kvasinky Candida glabrata bylo pouzito YPD médium o slozZeni: pepton 20 g/l, glukosa
20 g/l, kvasniény extrakt 10 g/l, v pfipadé pevnych médii s pfidavkem agaru na koncentraci 15 g/l.
Inokulum bylo vytvofeno zaoCkovanim z uchovavaci Petriho misky do 50 ml sterilniho tekutého média
v Erlenmayerové bance. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pfi 37 °C a stalém tfepani. Takto
pfipravena kultura byla pouzita pro testovani antimykotického Ucinku pfipravenych preparatu.

4.11.2 Testovani antimikrobialni a antimykotické ak  tivity ¢éastic
4.11.2.1 Bujonova dilu €ni metoda

Pfi bujonové diluéni metodé byla sledovana inhibice rdstu mikroorganismu na mikrotitraénich
destickach. K50 ul testovaného vzorku bylo pfidano 150 pl mikrobialni kultury a pomoci ELISA
readeru byl sledovan narlst bunék v ¢ase 24 hodin. V pfipadé blanku bylo ke kultufe pfidano 50 pl
vody &i jiného rozpoustédla [166].
4.11.2.2 Agarova difuzni metoda

Difuzni test byl provadén na agarovych plotnach. Po zaockovani mikrobialni kulturou
(100 pl bunégné suspenze rozetfeno hokejkou na agar) byly misky inkubovany po dobu 24 hodin.
Do tuhého média s vrstvou bunék na povrchu byly nasledné steriiné vyhloubeny jamky. Do jamek

bylo poté pipetovano 50 pl testované latky, v pfipadé blanku 50 pl vody nebo jiného rozpoustédia.
Po dalSich 24 hodinach byly sledovany velikosti inhibi¢nich zén vytvofenych v okoli jamek [167].
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4.11.3 Testovani antimykotické aktivity viaken
4.11.3.1 Zkumavkovy test

Antimykoticky G¢inek nanovlakennych tkanin byl pozorovan pomoci zkumavkového testu.
Do sterilnich zkumavek bylo napipetovano 5 ml YPD média a zaockovano 100 ul kvasinkového
inokula. Nasledné byl do kazdé zkumavky umistén 1 cm?® vldken s obsahem lipidického extraktu.
Zkumavky byly za stalého tfepani kultivovany pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Po ukon&eni kultivace byl
proméfen zakal pfi absorbanci 630 nm. Ziskané hodnoty byly porovnany s hodnotou zakalu u bunék
kultivovanych s vldkny bez obsahu lipidického extraktu [166].

4.12 Testovani toxicity ¢€astic

4.12.1 Priprava €astic pro testovani toxicity

Casticové suspenze byly upraveny postupem uvedenym v kapitole 4.8.1.2. Po centrifugaci byl
roztok Castic prefiltrovan pres sterilni filtr s velikosti pérd 0,2 um. Takto pfipravené vzorky byly
podrobeny cytotoxickym a genotoxickym testam. U vSech vzork( pouzitych pro testovani toxicity byla
stanovena vysledna koncentrace lecithinu, pfip. dalSich komponent liposomovych &astic.

4.12.2 Stanoveni mnozstvi jednotlivych slozek v sus  penzi liposom G a kombinovanych
PHB-liposomovych ¢&astic

4.12.2.1 Stanoveni koncentrace lecithinu v suspenzi castic

Pro uréeni koncentrace lecithinu v pfipravenych liposomovych suspenzich byla pouzita Stewartova
metoda stanoveni koncentrace fosfolipidd [168].

Do plastové centrifugacni zkumavky bylo napipetovano 50 pl vzorku, 450 ul vody, 2 ml ¢inidla AF
a 3 ml chloroformu. Cinidlo AF vzniklo rozpusténim 2,7 g FeCl; - 6 H,0 a 3,05 g NH,SCN do 100 ml
destilované vody. Obsah zkumavek byl 20 vtefin promichavan na vortexu a poté ponechan inkubovat
ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut. Po inkubaci byly zkumavky 5 minut centrifugovany
pfi 1 000 ot/min a nasledné byla proméfena absorbance spodni chloroformové vrstvy pfi 450 nm.
Obsah lecithinu ve vzorcich byl vypocten z kalibra¢ni rovnice (4.6) ziskané proméfenim standardniho
roztoku lecithinu v chloroformu v koncentraénim rozmezi 0 — 0,25 mg/ml.

A =3,8591<c [mg] (4.6)
4.12.2.2 Stanoveni koncentrace poly-3-hydroxybutyrd  tu v suspenzi ¢€astic

Pfipravena suspenze PHB liposom( byla rozpipetovana do zkumavek typu Eppendorf a vysuSena
pfes noc v susarné pfi 70 °C. Do vialek bylo navazeno pfesné 10 mg suchého vzorku a pfipipetovano
1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu s internim standardem Kkyselinou
benzoovou. Po uzavieni byly vialku inkubovany vtermostatu po dobu 3 hodin, nez probéhla
esterifikace. Po ochlazeni byly odstranény necistoty 0,05 M hydroxidem sodnym a vzorky byly
nasledné vhodné nafedény chloroformem. V takto pfipravenych vialkdch byl stanoven obsah
poly-3-hydroxybutyratu s vyuzitim plynové chromatografie s FID detekci [169].

4.12.2.3 Stanoveni koncentrace cholesterolu v suspe  nzi €astic

Odvazené mnozstvi vysuSeného vzorku c¢asticové suspenze (kap. 4.12.2.2) bylo vhodné
rozpuSténo v methanolu a podrobeno chromatografické analyze. Stanoveni mnoZzstvi cholesterolu
probihalo na nepolarni koloné Kinetex C18 s izokratickou eluci a mobilni fazi methanolem. Vzorek byl
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davkovan smyckou o objemu 20 pl a analyza probihala pfi teploté 45 °C a pritoku 1,0 ml/min.
Detekce probihala spektrofotometricky s vyuZzitim PDA detektoru pfi vinové délce 285 nm. Data byla
zpracovana v softwaru Xcalibur a vyslednd koncentrace cholesterolu byla vypoétena z externi
kalibraéni kfivky standardniho roztoku cholesterolu [170].

4.12.3 Cytotoxické testy
4.12.3.1 Kultivace HEK bun ék

Bunky HEK (102-05a) byly kultivovany v médiu KGM-Gold, s 1% smési antibiotik a antimykotik.
Kultivace bunék probihala v inkubatoru s fizenou atmosférou 5% CO,, pfi 37 °C a 95% vlhkosti.
Pro kultivaci byly pouzity kultivaéni nadoby o velikosti 25 cm® a 75 cm® Po dosazeni 80 - 90%
konfluence bylo zlahvi odpipetovano kultivaéni médium a bunky byly tfikrat proplachnuty 10 ml
sterilniho fosfatového pufru. Nasledné bylo do lahve pfidano 0,5 — 1 ml roztoku enzymu akutasy
a bunky byly umistény do inkubatoru do Uplného rozvolnéni vazeb (5-10 minut). Buriky odlou¢ené
od kultivaéniho povrchu byly rozsuspendovany ve sterilnim pufru a pfeneseny do sterilni centrifugacni
zkumavky. Centrifugace probihala po dobu 5 minut, pfi 37°C a 360 g. Po ukonceni centrifugace byla
usazena peleta bunék rozsuspedovana v ¢isttm médiu a s pomoci Birkerovy komurky byla
stanovena celkova koncentrace bunék. Bunécné suspenze byla dale fedéna Cerstvym médiem podle
potfeby testu.

4.12.3.2 Kultivace HaCaT bu ék

Pro kultivaci HaCaT bunék bylo pouzivano medium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra a 1% obsahem smési antibiotik/antimykotik. Kultivace bunék
probihala v inkubatoru s fizenou atmosférou 5% CO,, pfi 37 °C a 95% vlhkosti. Pro kultivaci byly
pouzity kultivaéni nadoby o velikosti 25 cm? a 75 cm®. Po dosazeni 80 - 90% konfluence bylo z lahvi
odpipetovano kultivaéni médium a buriky byly tfikrat proplachnuty 10 ml sterilniho fosfatového pufru.
Poté bylo do lahviéek pfipipetovano 0,5— 1 ml roztoku trypsinu a buriky byly na 10 — 15 minut
ponechany vinkubatoru do dplného odlou¢eni od povrchu lahvicek. Uvolnéné buriky byly
rozsuspendovany ve sterilnim pufru a centifugovany po dobu 5 minut, pfi 37 °C a 360 g. Usazena
peleta bunék byla rozsuspedovana v erstvém médiu a s vyuZitim Birkerovy komurky byla stanovena
celkova koncentrace bunék. Bunéna suspenze byla déle fedéna €erstvym médiem podle potfeby
testu.

4.12.3.3 MTT test cytotoxicity

MTT test toxicity liposomovych suspenzi byl provadén na 96jamkovych destiCkach. Bunécna
kultura (100 pl) byla napipetovana do jamek na kone¢nou koncentraci 25000 bunék/jamka a desticka
byla kultivovana v inkubatoru po dobu 24 hodin. Nasledné bylo do jamek pfidano 100 pl kultivaéniho
média s riznou koncentraci testovaného vzorku a desti¢ka byla inkubovéana dalSich 24 hodin. Po této
dobé bylo do kazdé jamky pfipipetovano 20 pl roztoku MTT/PBS o koncentraci 2,5 mg/ml. Desti¢ka
byla inkubovana 3 hodiny pfi 37 °C a poté bylo do jamek pfidano 100 pl 10% roztoku SDS/PBS.
Nasledujici den byla pomoci ELISA readeru zméfena absorbance pfi 562 nm [171].

Viabilita bunék kultivovanych s testovanymi extrakty byla porovnavana s metabolickou aktivitou
bunék inkubovanych v €istém médiu. Soucasti testu byla vzdy i kontrola pusobeni rozpoustédla
v maximalni pouzité koncentraci pfi fedéni liposmovych suspenzi. Na kazdé desti¢ce byla rovnéz
pozitivni kontrola, tzn. inhibice viability bunék pisobenim 100 pl 40% ethanolu.
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4.12.3.4 Alamar Blue test cytotoxicity

Test viability bunék s vyuzitim barviva Alamar Blue byl provadén na 96jamkovych desti¢kach.
Bunééna kultura (100 pl) byla napipetovana do jamek na kone¢nou koncentraci 25000 bunék/jamka
a desticka byla kultivovana v inkubatoru po dobu 24 hodin. Nasledné bylo do jamek pfidano 100 pl
kultivacniho média s rtznou koncentraci testovaného vzorku a desticka byla inkubovéana dalSich
24 hodin. Po této dobé bylo do kazdé jamky pfipipetovano 100 pl roztoku Alamar Blue v kompletnim
médiu a desti¢ka byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C. Poté byla pomoci ELISA readeru zméfena
fluorescence pii 562/590 nm (excitace/emise). Soucasti kazdé desticky byla kontrola bunék, kontrola
rozpoustédla i pozitivni kontrola pomoci 40% ethanolu [172].

4.12.3.5 LDH test cytotoxicity

Laktatdehydrogenasa je stabilni cytoplazmaticky enzym, ktery je v pfipadé poSkozeni
cytoplazmatické membrany uvolfiovan do média. Pro stanoveni toxicity s vyuZitim LDH testu byly
vyuzity supernatanty bunék =z pfedchoziho MTT testovani. Tento test probihal rovnéz
na mikrotitracnich destickach.

K 10 pl bunéénych supernatantt bylo pfidano 50 pl roztoku NADH v pyruvatu. Tento roztok vznikl
rozpuSténim NADH do 0,75mM roztoku pyruvatu sodného na kone¢nou koncentraci 1 mg/ml.
Po 30 minutach inkubace pfi 37 °C bylo do jamek pfidano 50 pl roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu
(20 mg 2,4-DNPH rozpusténo ve 100 ml 1 M kyseliny chlorovodikové). Desticka byla ponechana
ve tmé po dobu dalSich 20 minut. Nakonec bylo do jamek pfipipetovano 50 pl 4 M roztoku hydroxidu
sodného a po 5 minutach byla proméfena absorbance pfi vinové délce 450 nm [173].

Aktivita laktatdehydrogenasy byla vypoétena z kalibracni kfivky vytvofené ze standardniho roztoku
pyruvatu sodného v NADH v koncentracich odpovidajicich absolutni aktivité
0 — 2000 U/ml. Soucasti tohoto testu byla i negativni (neovlivnéné buriky) a pozitivni kontrola (buriky
kultivované s 40% ethanolem).

4.12.3.6 Analyza produkce cytokin & metodou Bioplex

Soucasti testl toxicity je i sledovani produkce zanétlivych cytokinl, indukovanych pusobenim
nanocastic. Cytokiny jsou signalni molekuly tvofené polypeptidovymi fetézci, které jsou produkovany
bunkami jako reakce na vnéjSi stimulaci [173]. Buné¢né supernatanty z testovani toxicity pomoci
Alamar Blue byly pouzity ke sledovani produkce prozanétlivych cytokind IL-6 a IL-8.

Experiment byl proveden imunochemickou metodou Bio-Plex, ktera je zaloZzena na soucasné
detekci vice analytd v jednom vzorku. Principem testu je tvorba komplexu mezi kulickami s kovaletné
vazanymi protilatkami a proteiny pfitomnymi ve vzorku.

Stanoveni bylo provedeno s vyuzitim komercniho kitu Human Cytokine Assay, Biorad podle
instrukci vyrobce. Hodnoty absorbanci byly odeéteny pomoci ELISA readeru a koncentrace cytokinU

byly vypocteny z linearnich regresnich rovnic standardud [174].
4.12.4 Genotoxické testy

Stanoveni genotoxického Ucinku pfipravenych preparatd bylo provedeno s vyuzitim komeréniho
kitu EBPI SOS Chromotest™ [152].

4.12.4.1 Priprava kultury pro testovani genotoxicity

Kultivaéni médium obsazené v testovacim kitu bylo rozdéleno do uzaviratelnych plastovych
centrifugac¢nich zkumavek po 10 ml a zaockovano vzdy jednou kli¢kou lyofilizované testovaci kultury.
Médium bylo kultivovano pfi teploté 37 °C za anaerobnich podminek po dobu 14 — 16 hodin. Takto
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pfipravena bunécna suspenze byla po nafedéni cerstvym médiem na absorbanci A=0,05-0,06
pfi A = 600 nm pouzita pro stanoveni genotoxicity.

4.12.4.2 SOS Chromotest

Test byl provadén na mikrotitracnich destickach (96 jamek). Pozitivni kontrolou byl standardni
mutagen 4-nitrochinolinoxid (4-NQO) rozpustény v 10% DMSO na koncentraci 10 pg/ml. Negativni
kontrolou bylo pouZzité rozpoustédlo (10% DMSO a destilovana voda). VSechny testované vzorky
liposom( byly nafedény destilovanou vodou na ¢&tyfi rizné koncentrace. Testovani probihalo v rezimu
simultanniho sledovani aktivity beta-galaktosidasy a alkalické fosfatasy. Do jamek bylo rozpipetovano
10 pl testované latky nebo kontrolniho roztoku. Ke vzorkdm bylo pfidano 100 pl bunééné suspenze
a desticka byla nasledné inkubovana pfi 37 °C. Po dvou hodinach inkubace bylo do jamek
pfipipetovano 100 pl roztoku substratu alkalické fosfatasy rozpusSténého v chromogennim cinidle
a pomoci ELISA readeru byla zméfena absorbance pfi 405 a 630 nm. Tato pocatecni hodnota byla
odecitana od vyslednych hodnot po inkubaci pro odstranéni pfipadnych barevnych interferenci vzorkd.
Nasledné byla desticka inkubovana pfi 37°C po dobu dalSich 90 minut. Po ukonéeni inkubace bylo
do jamek pfipipetovano 50 pul stop roztoku a opét byla zméfena absorbance pfi 405 a 630 nm. Méfeni
absorbanci pfi A=630 nm podava informace o produkci beta-galaktosidasy a tedy o genotoxicité
vzorku, zatimco méfeni pfi A=405 nm slouzi jako kontrola viability bakterialnich bunék.

4.13 Testovani toxicity vlaken

4.13.1.1 Priprava vlaken pro testovani toxicity

Pro testovani cytotoxicity byla pouzita vlakna pfipravena ve steriinim boxu metodou
elektrospinningu. Odvazené vzorky nanovlakenné tkaniny byly pfed inkubaci s bunécnou kulturou
vysviceny v laminarnim boxu UV zafenim po dobu 20 minut.

4.13.1.2 MTT test cytotoxicity

MTT test byl vyuZit i pfi testovani cytotoxického Gcinku pfipravenych nanovlaken. Testovani
probihalo na 6jamkovych destickach modifikovanou metodou uvedenou v kap. 4.12.3.3. Do kazdé
jamky byly napipetovany 3 ml bunééné suspenze o kone¢né koncentraci 30 000 bunék/jamka.
Desticka byla inkubovana pfi 37 °C a 5% CO, po dobu 24 hodin. Poté bylo médium v jamkach
odpipetovano a nahrazeno stejnym objemem Cerstvého média a do kazdé jamky, kromé kontroly, bylo
pfiddno odvazené mnozstvi nanovldkenné tkaniny. Desticka byla nasledné inkubovana po dobu
dalSich 24 hodin, poté byly zjamek odebrany bunécné supernatanty a do kazdé jamky bylo
napipetovano 0,5 ml roztoku MTT v PBS o koncentraci 2,5 mg/ml. Po tfihodinové inkubaci byly
vytvofené formazanové krystaly rozpustény v 10% roztoku SDS v PBS a druhy den byla zméfena
absorbance pfi 562 nm [171, 175]. Metabolick& aktivita bunék inkubovanych se vzorkem nanovldken
byla porovnana s mitochondrialni aktivitou bunék kultivovanych v samotném kultivaénim médiu.

4.14 Statistické zpracovani vysledk

Statistické zpracovani vysledk bylo provedeno s vyuzitim matematickych funkci programu
MS Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace extrakt 0 prirodnich vzork G z hlediska obsahovych latek

Uvodni &ast dizertadni prace zahrnovala pfipravu a charakterizaci extraktd z raznych pFirodnich
zdroji s vysokym obsahem antioxidantl. Pfipravené extrakty byly charakterizovany z hlediska obsahu
polyfenolu a flavonoidd, celkové antioxidacni aktivity a nékterych dalSich dilcich charakteristik podle
typu vzorku. Pro porovnani extrakce aktivnich latek byla kromé vody pouZzita i dalSi rozpoustédla —
ethanol, methanol a DMSO. U vybranych vzork( byly pfipraveny a charakterizovany i lipidické
extrakty.

5.1.1 Stanoveni vyteznosti extrakce lipid G dle Folche

Lipidické extrakty byly z vybranych vzork( bylin a kofeni ziskany Folchovou metodou (kap. 4.5.3).
Mnozstvi ziskanych lipidd z navazky plvodniho materialu je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: Vyteznost extrakce lipidd dle Folche

vzorek vyt éznost lipid G [g/100g]
pomerancova kara 0,3+0,0
kozinec 1,2+£0,2
kopfiva 15+0,3
febficek 1,6+0,1
lapacho 21+0,1
jetel 24+0,8
hefméanek 26104
lichorefiSnice 28+0,8
dubova kdra 6,6+1,8
zazvor 8,7+1,7
oregano 10919
pepf 11,9+0,9
badyan 12,6 £2,7
hrebic¢ek 15,1+£3,5
skofice 15,3+0,4
muskatovy ofiSek 40,0+ 4,3

Esencialni oleje a dalsi lipidické extrakty nach&zeji Siroké komercni uplatnéni predevSim jako
aromata, uplatiuji se ale také jako aditiva pfi ochrané potravin pfed mikrobialnim poskozenim. Jedna
se 0 chemicky rozmanité smési slou€enin, které Ize ziskat izolaci z rostlin a riznych typa kofeni [176].

Pro izolaci lipidd Folchovou metodou bylo vybrano celkem 16 vzork( kir, bylin i kofeni. VytéZnost
extrakce lipidd byla mnohem vysSi u vzorku kofeni, kde se podafilo z celkové navazky 100 g vzorku
ziskat az 40 g lipidd. U bylinek byla vytéznost vSeobecné velmi nizka, vyjimku tvofil vzorek oregana.
U vytvofenych extraktl byl zjiStén obsah polyfenol(l a celkova antioxidacni aktivita a poté byly vybrané

oleje pouzity k pfipravé liposomu a viaken.

51



5.1.2 Stanoveni celkovych polyfenol G

U vSech pfipravenych vodnych extraktd byl sledovan celkovy obsah polyfenoll metodou uvedenou
v kap. 4.6.1. Kazdy vzorek byl proméfen nejméné tfikrat, prGmérné hodnoty ze vSech méfeni
a smeérodatné odchylky jsou uvedeny v Tabulce 4. Vysledky jsou vyjadfeny v mg/g materialu.

Tabulka 4: Stanoveni celkového mnoZzstvi polyfenold (Total Phenolic Content) ve vodnych
extraktech vzorkd

Caje akury TPC [mg/g] | byliny TPC [mg/g] | kofeni a dalSi TPC[mg/qg]
bily ¢aj 75,3 £9,0 | kopfiva 7,1+0,2 | hiebicek 36,5+£3,7
zeleny &aj 48,8 + 8,1 | rakytnik 6,4+0,4 | skofice 149+2.2
cerny Caj 13,0+ 1,1 | hefmanek 8,6 £0,8 | Cesnek 4,3+0,0
honeybush 16,9+ 1,2 | jitrocel 26,7 + 2,1 | muskatovy ofiSek 2,2+0,2
lapacho 14,8 +4,1 | levandule 19,9+ 3,2 | badyan 3,3+0,7
rooibos ¢erveny 64,9 +6,5 | ¢erny bez 62,3 + 3,0 | pepr cerny 2,0+0,0
rooibos zeleny 46,7 + 3,7 | rozmaryn 26,8+2,9 | pomerantova kira 7,5+0,0
guarana 44,9 +£5,8 | matefidouska 18,5+ 0,6 | kurkuma 11,3+0,5
matcha 44,5 + 4,3 | echinacea 18,8 +2,4 | zazvor 112+1,.2
dubova kuara 17,1 +£5,0 | Salvéj 16,3 £ 4,1 | okurka horka 6,8+0,2
vrbova klra 14,7 £ 0,7 | kozinec 1,2+0,0 |lesni plody 3,2+0,0
bfizova klra 96+2,1 lichofefiSnice 1,1+0,0 lesni plody Stava 25+0,0

oregano 29,5+2,1 | mrkev 43+£0,1

citronova trava 1,1+0,1 | mrkev Stava 14+0,1

fenykl 10,1+0,9

jetel 149+1.1

febficek 128+25

Z hlediska obsahu polyfenolickych latek byly jako nejbohatSi vyhodnoceny vzorky raznych typud
¢ajl, predevSim caje bily a zeleny, dale oba typy rooibosu a také guarana a matcha (nad 40 mg/g
materialu). Vysoky obsah polyfenolu byl rovnéz zjistén u ¢erného bezu, jitrocele, rozmarynu, oregana
a hfebicku (nad 20 mg/qg).

Polyfenolické latky jsou velice rozmanitou skupinou z hlediska jejich chemické struktury, coz ma
za nasledek ruzny profil extrahovanych polyfenoll pfi pouziti rGznych typu rozpoustédel. Vybér
rozpousStédla je tudiz klicovym faktorem, ktery ovliviuje kvalitu a mnozstvi extrahovanych fenolickych
sloucenin [177]. U vybranych vzork( byla proto kromé vody pouzita i dalSi rozpoustédla, methanol
a dimethylsulfoxid pro zisk latek nerozpustnych ve vodé (Graf 1).
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Graf 1: Porovnani mnozstvi ziskanych polyfenold pfi extrakci do rdznych rozpoustédel

U vétSiny vzorkd byl nejvyssi obsah polyfenold stanoven vzdy ve vodném extraktu, vyjimku tvofily
vrbova a bfezova kura, hfebicek, skofice a kurkuma. U téchto vzorkd, pfedevSim v pfipadé hrebicku,
skofice a kurkumy, Ize predpokladat velké mnoZstvi hydrofobnich polyfenolickych latek rozpustnych
pouze v organickych rozpoustédlech (DMSO).

Z porovnani extrakci do vody a organického rozpoustédla se obecné jevi z hlediska bezpecénosti
i obsahu polyfenolickych sloucenin jako lepSi volba extrakce do vodného prostredi.

U vybranych vzorka byly pfipraveny rovnéz lipidické extrakty s vyuzitim Folchovy metody. Celkovy
obsah polyfenol ziskanych z jedné matrice byl pak porovnan pfi extrakci do vody, do organického
rozpousStédla a pfi pouziti metody extrakce lipida dle Folche. Bylo zjiSténo, Ze u €asti analyzovanych
vzorkl se pfiprava lipidickych extrakti jevi jako nejlepSi moZnost pro zisk antioxidantd. V pfipadé
hfebicku bylo Folchovou metodou ziskano téméf dvojndsobné mnozstvi polyfenoli oproti extrakci
do vody a trojnasobné mnozstvi oproti extrakci do methanolu. Velké mnozstvi lipofilnich polyfenolu
pravdépodobné obsahuji i lapacho, dubova kdra a nékteré bylinky (kopfiva, hefmanek, jetel, febficek
a oregano). Trikrat bohatSi na mnozstvi polyfenolt oproti vodnym extraktiim byly i vyizolované oleje
ze skofice a zazvoru (Graf 2).

Uvedené extrakce a charakterizace slouzi pouze jako model pro pfipravu preparatd s maximalnim
obsahem UGcinnych latek. Pouziti toxickych organickych rozpoustédel nevyhovuje legislativnim
stanovam, pro komeréni GCely je nutné otestovat pouziti GRAS rozpoustédel (hexanu, pfipadné
ethanolu).
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Graf 2: Porovnani mnozstvi ziskanych polyfenold z jedné matrice p/i pouziti riznych typd extrakce
5.1.3 Stanoveni celkovych flavonoid

Ve vSech pfipravenych vodnych extraktech byl rovnéz sledovan obsah flavonoidd metodou
uvedenou v kap. 4.6.2. Kazdy vzorek byl proméfen nejméné tfikrat, primérné hodnoty a smérodatné
odchylky ze vSech méfeni jsou uvedeny v tabulce 5. Vysledky jsou vyjadfeny v mg/g materiélu.

Tabulka 5: Stanoveni celkového mnozstvi polyfenold (Total Flavonoids Content) ve vodnych
extraktech vzorkd

Caje a klry TFC [mg/g] | byliny TFC [mg/g] | kofFeni a dalSi TFC [mg/g]
bily ¢aj 4,9+0,1 | kopfiva 2,7 +0,6 | hfebicek 10,6 £3,1
zeleny ¢aj 6,1 +0,3 | rakytnik 0,4 £0,0 | skofice 75+1,0
cerny Caj 0,3+0,2 | hefmanek 2,8 +0,4 | Cesnek 0,2+0,1
honeybush 1,0 £0,0 | jitrocel 12,9 + 0,6 | muskatovy ofiSek 16+0,0
lapacho 2,8+0,7 | levandule 6,5+ 0,5 | badyan 0,2+0,1
rooibos ¢erveny 19,5+ 0,5 | ¢erny bez 28,2 +2,3 | pepr cerny 1,3+0,2
rooibos zeleny 18,6 £ 0,0 | rozmaryn 10,0 £ 0,9 | pomerancova klira 1,3+0,0
guarana 36,7 £ 0,2 | matefidouSka 17,9 £0,3 | kurkuma 10,1+0,8
matcha 19,0 £ 0,0 | echinacea 9,9+0,0 | zazvor 4,1+04
dubové kdra 13,4 £ 0,9 | Salvéj 8,6 £ 0,4 | okurka hotka 9,1+0,6
vrbova kura 14,6 £ 2,1 | kozinec 0,2 £ 0,0 | lesni plody 0,3+0,0
bfizovéa kura 6,4 0,9 | lichofefiSnice 0,5+0,0 | lesni plody Stava 0,1+0,0

oregano 22,0 +2,0 | mrkev 3,6+0,0

citronova trava 0,4 +£0,2 | mrkev Stava 0,9+0,0

fenykl 44+0,1

jetel 58+1,1

febficek 55+0,5
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Flavonoidy jsou rozmanita skupina slouc¢enin patficich mezi polyfenolické latky. U vzork( zeleného
a bilého ¢aje byl vzhledem k vysokému obsahu polyfenoli pfekvapivé zjistén velice nizky obsah
flavonoidli, méné nez desetina celkového mnoZzstvi. Naproti tomu ostatni vzorky ¢aju a kar, pfedevsim
oba rooibosy a také guarana se vyznacuji vysokym obsahem flavonoid. U vybranych bylinek byl
rovnéz naméfen vysoky obsah flavonoidd, a to v pfipadé cerného bezu, matefidouSky a oregana.
Ze vzork( korfeni byly na flavonoidy bohatSi pouze vzorky hiebi¢ku, skofice a kurkumy.

Stejné jako v pfipadé celkovych polyfenold byl i obsah flavonoidii porovnan v extraktech
pfipravenych s pouzitim raznych rozpoustédel (Graf 3). Vysoky obsah flavonoidd byl stanoven
v lipidickych extraktech lapacha a dubové kudry, coz koresponduje s vysledky obsahu polyfenold.
Folchova metoda je z hlediska zisku flavonoidd rovnéz vhodna i v pfipadé lichofefiSnice a pepre.
Methanol se jevi byt dobry extrakénim cinidlem pro flavonoidy obsazené ve skofici, badyanu

a muskatovém ofiSku. Pro ostatni vzorky je nejvhodnéjSim rozpoustédlem voda.
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Graf 3: Porovnani mnozstvi flavonoidd p# rdznych typech extrakce

5.1.4 Stanoveni celkové antioxida €ni aktivity pomoci ABTS

Extrakty byly charakterizovany z hlediska jejich antioxida¢niho potencialu metodou uvedenou
v kap. 4.6.6. VSechny vzorky byly proméfeny nejméné tfikrat, v Tabulce 6 jsou uvedeny pramérné
hodnoty a smeérodatné odchylky ze vSech méfeni. Vysledky v mg/g materidlu jsou vztazeny
na ekvivalentni mnozstvi standardni slou¢eniny Troloxu (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).
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Tabulka 6: Stanoveni celkové antioxidacni aktivity vodnych extraktd vzorkd

Caje akury TEAC [mg/g] | byliny TEAC [mg/g] | kofeni a dalSi TEAC [mg/g]
bily ¢aj 108,5 + 10,2 | kopfiva 3,2+1,1 | hfebicek 31,3+£4,6
zeleny Caj 70,7 £ 9,6 | rakytnik 2,5+0,7 | skofice 10,8 £0,7
cerny Caj 19,8 £ 2,3 | hefméanek 2,2+£0,4 | Cesnek 0,1+0,1
honeybush 25,3+5,4 | jitrocel 18,3 £ 5,5 | muskatovy ofiSek 44,7 +5,9
lapacho 22,9 + 4,7 | levandule 19,0 + 3,2 | badyan 22,0+ 3,6
rooibos ¢erveny 79,0 +£5,0 | ¢erny bez 23,9 £ 0,2 | pepf cerny 89+1,2
rooibos zeleny 67,7+ 1,5 | rozmaryn 18,9 £5,5 | pomerancova kira 24,8 £ 6,7
guarana 93,6 + 4,9 | matefidouska 38,4 + 3,6 | kurkuma 43+1.2
matcha 126,7 £ 12,1 | echinacea 7,0+0,1 | zazvor 18,6 £3,1
dubova kuara 37,4+ 2,0 | Salvéj 16,8 £ 0,0 | okurka horka 104+2,1
vrbova klra 28,1 £ 0,6 | kozinec 12,0 £0,1 | lesni plody 3,8+0,1
bfizova klra 16,1 + 1,1 | lichofefiSnice 17,5+3,1 | lesni plody Stava 0,3+0,0

oregano 445 +5,7 | mrkev 0,6+0,0

citronova trava 0,5+0,2 | mrkev Stava 0,5+0,0

fenykl 53+0,1

jetel 3,1+0,2

febficek 1,9+0,2

Celkova antioxidaéni aktivita vodnych extraktl vzorkl obecné korespondovala se zjiSténym
obsahem polyfenolickych slou¢enin. Velmi vysokou antioxidacni aktivitou se vyznacovaly vzorky ¢aju
a kur, nejvétSi hodnota byla zjiSténa u moderni superpotraviny matcha. Zatimco celkové mnoZzstvi
polyfenolt vykazovalo stejné hodnoty u matchy i zeleného ¢aje, antioxida¢ni aktivita matchy je témér
dvojnasobna. Dostupnost a vlastnosti aktivnich latek v obou typech €aju se rizni kvudli procesu
péstovani, zpracovani i konzumace. Zelené ¢aje jsou obvykle péstovany v jasném slune¢nim svétle,
naproti tomu matcha se péstuje pfevazné ve stinu. Kromé toho jsou matcha listky jemné rozemlety
na prasek pomoci kamennych mlyn(i, zatimco zelené Cajové listky se valcuji a bali do pytld. Tyto
rozdily maji zfejmé za nésledek rozdilny antioxida¢ni potencidl obou vzorkl a jsou divodem stale
silnéjSich doporuceni ke konzumaci matchy namisto klasického zeleného ¢aje [178].

Dobry antioxida¢ni potencial byl zjiStén i nékterych bylinek, pfedevSim u oregana, matefidousky
a ¢erného bezu. Ze vzork( kofeni se nejvySSi antioxidac¢ni aktivitou vyznacovaly vzorky hrebicku,
muskatového ofiSku, pomerancové kary a badyanu.

U vzorkd lesnich plodd byly zjisténé hodnoty antioxidaéni aktivity velice nizké. Pro extrakci
polyfenold byl vSak na rozdil od suSenych bylin pouzit nativni vzorek smési lesnich plodd, ktery
obsahuje velké mnozstvi vody. Lesni plody ve sloZeni bor(ivky, maliny a jahody jsou povaZzovany
za dobry zdroj pfirodnich antioxidant(i, pfedevSim barviv anthokyan(. Vzorek mrkve obsahoval velice
nizky obsah polyfenolt a vyznacoval se i nizkou antioxidacni aktivitou. U mrkve Ize pfedpokladat, ze
aktivni latky v ni obsazené jsou lipofilniho charakteru, a proto je extrakce aktivnich slouc¢enin do vody
méné vhodna. Vzorek citronové travy rovnéz obsahoval nizky obsah polyfenolt a vykazoval nizkou
antioxidacni aktivitu. Citronova trava je pro svij obsah polyfenolickych slou¢enin (pfedevSim katechol,
chlorogenova kyselina, kavova kyselina atd.) Siroce pouZivana hlavné v Asii [179]. Mnohé studie
praci se vSak tyto vlastnosti nepotvrdily. Stejné jako v pfipadé mrkve se tedy i extrakce aktivnich latek
z citronové travy do hydrofilniho rozpoustédla jevi jako méné vhodna.
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Pfi porovnani antioxidacni aktivity rizné pfipravenych extraktl bylo zjiSténo, ze pro veétSinu
testovanych vzorkud je nejvhodnéjSim typem rozpoustédla voda, jako i v pfipadé stanoveni celkového
obsahu polyfenoll a flavonoidd. | pfes vySSi obsah polyfenoll v lipidickych extraktech nékterych typu
kofeni nedosahovala antioxidac¢ni aktivita vySe hodnot u vodnych extrakt (Graf 4). Pro zisk extraktu

s maximalnim antioxidacnim potencidlem se jevi jako nejvice vhodna extrakce do vody.
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Graf 4: Porovnani antioxidacni aktivity vzorkd u riznych typd extrakce

5.1.5 Stanoveni individualnich charakteristik u vzo  rkt €aju a kar

Ve vzorcich €aju a kir byl spektrofotometricky stanoven celkovy obsah tfislovin. Ve vSech typech
¢ajl a guarané byl navic stanoven obsah kofeinu, theofylinu, theobrominu a vybranych individuélnich
flavonoidd s vyuzitim kapalinové chromatografie.

5.1.5.1 Stanoveni obsahu t Fislovin

Obsah tfislovin byl stanoven spektrofotometricky metodou uvedenou v kap. 4.6.5. Vzorky byly
proméfeny tfikrat, vysledné pramérné hodnoty a smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Stanoveni obsahu tfislovin ve vzorcich ¢ajd a kdr

vzorek obsah t fislovin [mg/g]

bily ¢aj 30,4+15
cerny Caj 19,8+1,0
zeleny €aj 20,410
rooibos ¢erveny 38,9+2,0
rooibos zeleny 27,3+1,0
honeybush 14,2 +£0,7
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vzorek obsah t Fislovin [mg/g]

lapacho 49+0,3
guarana 15,0+0,8
matcha 16,4+0,1
vrbova kura 175+£0,5
dubova kuara 179+1.3
bfezova klra 115+1,2

TFisloviny se od ostatnich polyfenolickych slou€enin liSi svou schopnosti precipitovat proteiny, tato
vlastnost se vyuziva pfi jejich kvantifikaci. TFisloviny nachazeji uplatnéni v potravinarstvi jako aditiva
pfi vyrobé piva, vina a ovocnych dzust a také ve farmacii, diky svym antimikrobialnim G¢&inkdm.
Bohatymi zdraoji tfislovin jsou pfedevsim r{izné druhy strom@ a kef [180]. Pfitomnost tfislovin byla
potvrzena ve vSech vodnych extraktech €aju a kudr, nejvySsi obsah byl zjiStén u rooibosu ¢erveného.

5.1.5.2 Stanoveni kofeinu, theofylinu, theobrominu a individualnich flavonoid a
metodou HPLC

Mnozstvi kofeinu, theobrominu, theofylinu a individualnich flavonoidd bylo u vzorkd ¢€aji a kar
stanoveno s vyuzitim HPLC-PDA metodami uvedenymi v kapitolach 4.6.3 a 4.6.4. Vzorky byly
proméfeny dvakrat a vysledky jsou uvedeny jako prdmér z obou méfeni a vztazeny na gram
pavodniho materialu.

Tabulka 8: Stanoveni kofeinu, theobrominu, theofylinu a individualnich flavonoidd ve vzorcich ¢ajd

kofein theobromin theofylin morin rutin
vzorek [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
bily ¢aj 16,92 0,00 0,56 0,30 1,03
cerny Caj 15,70 7,74 0,84 0,04 4,62
zeleny &aj 24,21 12,08 0,83 0,27 3,21
rooibos ¢erveny 1,01 31,29 1,64 0,35 1,70
rooibos zeleny 1,83 22,42 0,69 0,13 0,67
honeybush 0,45 3,46 0,40 0,18 1,91
lapacho 0,87 7,23 0,17 0,11 2,84
guarana 27,49 5,98 0,21 0,04 0,51
matcha 9,08 5,34 1,54 0,38 3,71

Z vysledk(l vyplyva, Ze nejvySSi obsah kofeinu se nachazi v guarané a zeleném ¢aji. Naopak
v obou typech rooibosu, ve vzorku honeybush a lapacho jsou hodnoty kofeinu podle ocekavani
minimalni. Naproti tomu oba rooibosy obsahuji vysoké hodnoty theobrominu, analogu kofeinu, coz
nekoresponduje s dostupnou literaturou [181]. Hodnoty theofylinu a morinu byly ve vSech pfipadech
velice nizké. NejvétSi mnozstvi flavodnoidu rutinu bylo naméfeno v éerném a zeleném C&aji a matche.
Rutin patfi mezi rostlinné flavonoly a kromé potvrzenych antikarcinogennich G¢ink( [182] se vyznacuje
i antimikrobialnim a antimykotickym t¢inkem [182, 183].

58



5.2 Stanoveni enkapsula €ni U€innosti €astic

Tato diléi ¢ast prace zahrnuje pfipravu castic s enkapsulovanou aktivni slozkou pro vyuziti
v potravindfském nebo kosmetickém pramyslu. Kromé tradiéné pouzivanych nosi¢l, jako jsou
chitosanové ¢astice a liposomy, byly extrakty enkapsulovany do zcela nového typu kombinovanych
PHB-liposom0 (pFiprava viz kap. 4.7). K enkapsulaci byly pouzity vodné, lipidické a nékteré organické
extrakty pfirodnich zdroja antioxidantd.

Obrazek 17: Liposomové suspenze s enkapsulovanymi extrakty, zleva bily ¢aj, rooibos cerveny,

zeleny ¢aj, ¢erny Caj, matcha a prazdné liposomy
5.2.1 Chitosanové ¢astice

PFipravené chitosanové ¢astice byly centrifugovany pfi 14 000 ot/min po dobu 5 minut a poté bylo
v supernatantu spektrofotometricky stanoveno mnozstvi volnych polyfenolt. Tato hodnota byla
porovhana s mnozstvim polyfenold stanovenym v extraktech a zrozdilu hodnot byla vypoétena

uginnost enkapsulace do chitosanovych ¢éastic. Méfeni bylo pro kazdy vzorek provedeno tfikrat,
vysledky procentudlni G€innosti enkapsulace a smérodatné odchylky jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Enkapsulaéni G¢innost u chitosanovych ¢astic

vzorek enkapsula €ni U €innost [%]

bily ¢aj 11,1+0,5
zeleny €aj 22,0+1,0
cerny Caj 70,1+3,6
rooibos zeleny 0,0£0,0
rooibos ¢erveny 1,6+0,0
honeybush 209+1,0
lapacho 323+1,4
guarana 2,7+0,1
levandule 94,6 £ 6,3
jitrocel 52,2+26
matefidouska 77,0+£35
rozmaryn 85,2+7,8
echinacea 73,8+4,0
¢erny bez 54,2 +25
Salvéj 79,6 +3,0
hfebicek 71,9+4,6
zazvor 71,7+3,6
skofice 92,0£5,0
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Pfi enkapsulaci €¢ajovych extraktll dosahovala Ucinnost vSeobecné nizkych hodnot v porovnani
s extrakty bylin a kofeni s enkapsulaéni uc¢innosti nabyvajicich hodnot 50% a vySSich. Tento fakt byl
pravdépodobné zpusoben vysokym obsahem polyfenolickych latek v ¢ajich. Vysoka koncentrace
téchto sloucenin nejspiS destabilizuje strukturu chitosanu a zabraruje vytvoreni polysacharidovych
kapsii.

5.2.2 Liposomy a kombinované liposomy

Pripravené liposomové a PHB liposomové suspenze byly nejprve zcentrifugovany a supernatant
byl pouZit ke stanoveni enkapsulaéni Gcinnosti (kap. 4.8.1.2). VSechny ¢astice byly pfipraveny
nejméné trikrat, pramérné hodnoty a smérodatné odchylky ze vSech méfeni jsou uvedeny
v Tabulce 10.

Tabulka 10: Enkapsulaéni G¢innost u liposomd s vodnymi extrakty

Caje a klry EU [%] | byliny EU [%] | koFeni a dalSi EU [%]
bily ¢aj 26,3 + 1,3 | kopfiva 17,2 £ 0,7 | hiebicek 67,2 +8,3
zeleny ¢aj 22,5+ 1,1 | hefméanek 36,8 £1,5 | skofice 66,3 + 3,3
cerny Caj 29,1+1,5 | jitrocel 17,4 £ 0,0 | muSkatovy ofiSek 38,2+8,6
honeybush 22,4+1,1 | levandule 31,4+0,9 | badyan 68,4 + 3,2
lapacho 36,9 +1,8 | Cerny bez 47,2 £ 6,9 | pepf cerny 154+4,4
rooibos ¢erveny 41,8+0,1 | rozmaryn 48,8 +8,1 | pomerancova kdra 36,4 +5,5
rooibos zeleny 24,9 +1,7 | matefidouSka 7,6 +2,3 | kurkuma 38,1+4,9
guarana 10,4 £ 0,7 | echinacea 20,6 £ 0,6 | zazvor 63,9 + 3,2
matcha 64,9 + 0,3 | Salvej 14,4 £ 0,8 | okurka horka 39,9+2,0
dubové kdra 75,8 £ 6,6 | kozinec 71,7 +6,5 | lesni plody 456 +0,5

lichoFefiSnice 53,7 +4,8 | mrkev 126+1,2

oregano 72,1+£6,5

citronova trava 9,8+0,2

fenykl 42,1+0,5

jetel 410+£1,6

febficek 26,1+1,0

Mezi vodnymi extrakty byla G€innost enkapsulace nejvyS$Si u extraktu z dubové kudry, matchy,
hfebicku, skofice, badyanu a zazvoru. U vodnych extraktd bylinek byla G¢innost enkapsulace obecné
nizSi (pod 50%), vyjma vzorku lichofefiSnice, kozince a oregana.

Pro porovnani byly liposomy pfipraveny i s nékterymi z organickych a lipidickych extraktd (Graf 5).
V pfipadé pouziti methanolu jako rozpoustédla byl extrakt nejprve odparfen na vakuové odparce
a nasledné rozpustén v ethanolu. Pro pfipravu liposom0 s extrakty z organického rozpoustédla byly
vzdy pouzity ethanolické roztoky. Z tohoto méfeni vyplyva, Ze pfi pouZiti organického rozpoustédla se
ucginnost enkapsulace do liposomU( vyrazné navySuje, v nékterych pfipadech az dvojnasobné (kopfiva,
jetel, Febficek, pepf, pomerantova klra). Rovnéz pfi pouziti lipidickych extraktd doSlo ve vétSiné
pfipadl ke zvySeni G¢innosti enkapsulace, u vybranych vzorkd az nad 80%.
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Graf 5: Porovnani enkapsulaéni Gc¢innosti réznych typd extraktd do liposomd

Vodné extrakty vybranych vzorkl byly pouZzity k enkapsulaci do nového typu ¢astic PHB liposomi
a vysledna enkapsulaéni uc¢innost byla porovnana se standardnimi liposomy. U vétSiny vzorkd nebyl
pozorovan vyrazny rozdil mezi G¢innosti enkapsulace do liposomd a PHB liposomu (Graf 6).
| v pfipadé kombinovanych ¢&astic slouzi jako enkapsulaéni obal pravé fosfolipidova ¢&ast
a polyhydroxybutyrat o pouzité koncentraci (20 %) ucinnost enkapsulace pravdépodobné neovliviuje.
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Graf 6: Porovnani enkapsulaéni G¢innosti extraktd do liposomd a PHB liposomd
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5.3 Stanoveni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu sv  étla

Velikost ¢astic a rozlozeni jejich velikosti (index polydisperzity Pdl) je dilezitym parametrem
pro posouzeni fyzikalni stability systému. Technika dynamického rozptylu svétla je Siroce vyuZivana
k ur€eni velikosti malych ¢astic suspendovanych v kapalném prostfedi. Pfi tomto méfeni Ize rovnéz
ziskat informace o distribuci velikosti ¢astic v suspenzi. Hodnoty Pdl vrozmezi od 0,1 do 0,25
vypovidaji o uniformité ¢astic v pfipravené suspenzi, zatimco index polydisperzity vyssi nez 0,5 znaci
Siroky rozptyl velikosti [184]. Pro stanoveni velikosti ¢astic a indexu polydisperzity byl v této praci
pouzit pfistroj Malvern ZetaSizer Nano.

5.3.1 Chitosanové c¢astice

Velikost a polydisperzni index byl stanoven u prazdnych chitosanovych ¢astic a u chtitosanovych
¢astic s vybranymi vodnymi extrakty vzorkd. Velikost chitosanovych ¢astic byla méfena celkem tfikrat
a vysledky jsou v Tabulce 11 uvedeny jako primérné hodnoty a smérodatné odchylky ze vSech
méfeni.

Tabulka 11: Prdmérnd velikost a index polydisperzity chitosanovych ¢astic

vzorek velikost €astic [nm] Pdl
prazdné ¢éastice 455,8 £17,2 0,555
bily ¢aj 2715,0 + 346,5 0,285
zeleny Caj 2953,5+43,1 0,294
cerny ¢aj 2344,0+ 18,4 0,294
rooibos zeleny 3424,0 +235,0 0,516
rooibos ¢erveny 3332,5 £50,2 0,332
honeybush 1989,0 +£192,2 0,261
lapacho 2461,5 + 10,6 0,295
guarana 3358,0+12,7 0,551
levandule 546,8 + 18,8 0,365
jitrocel 482,0 £ 205,3 0,476
matefidouska 915,6 +127,9 0,393
rozmaryn 342,4 +112,7 0,427
echinacea 3575,0 £ 264,0 0,921
cerny bez 507,7+79,6 0,524
Salvéj 880,5+2,3 0,787
hrebicek 2505,5 +105,4 0,731
zazvor 1564,0 +231,9 0,955
skofice 1872,0+£5,7 0,897

Velikost chitosanovych ¢astic se pohybovala v rozmezi pfiblizné 0,5-3,5 um. Prazdné castice byly
vyhodnoceny jako nejmensi, pfi enkapsulaci aktivni latky se prdmérné velikost chitosanovych ¢astic
zvySovala. U vice nez poloviny vzorku doSlo ke vzniku ¢astic vétSich nez 1 um, coz je pravdépodobné
zplUsobeno nestabilitou ¢astic a jejich naslednou agregaci. V Zzddném z testovanych vzorkd nebyl
zjistén index polydisperzity v rozmezi 0,1-0,25 vypovidajici o uniformité pfipravenych ¢astic [184].

Pripravené chitosanové ¢astice nejsou svou velikosti vhodné pro pouziti v kosmetice ¢&i farmacii.
Mozné vyuziti mohou nalézt v potravinovych doplricich, pfipadné népojich typu ,bubble tea“, kde
mohou slouzit jako zdravéjSi forma obalovych kapsli.
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5.3.2 Liposomy a kombinované liposomy

Priimérna velikost Castic a index polydisperzity byl stanoven u liposomu s vodnymi extrakty,
pro porovnani nasledné i u liposom0 s extrakty lipidd a organickymi extrakty. Porovnavana byla
i velikost liposomu a kombinovanych PHB liposomu s vybranymi typy vodnych extrakt(.

VSechny vzorky byly méfeny nejméné tfikrat, vysledky méreni jsou uvedeny v Tabulce 12
a Grafech 7 a 8 jako primérné hodnoty a smérodatné odchylky méreni.

Tabulka 12: Primérnd velikost a index polydisperzity liposomovych ¢astic

vzorek velikost €astic [nm] Pdl
prazdné c¢éastice 115,3+3,3 0,206
bily ¢aj 249,2+12,5 0,556
zeleny Caj 328,2+16,4 0,362
cerny ¢aj 262,3+13,1 0,438
honeybush 294,1 + 14,7 0,516
lapacho 188,4+7,6 0,269
roiboos ¢erveny 314,4 +15,6 0,452
roiboos zeleny 319,2+16,0 0,590
guarana 337,2+16,9 0,283
matcha 171,4+6,8 0,334
dubova kdra 278,0+£ 3,6 0,446
jitrocel 480,2 £19,2 0,251
levandule 198,3+7,9 0,131
cerny bez 220,5+8,8 0,262
rozmaryn 208,4 +8,3 0,296
matefidouska 300,2+12,0 0,285
echinacea 197,4 + 38,7 0,236
Salvéj 233,2+9,3 0,282
kozinec 160,4+0,4 0,175
lichofefiSnice 148,5+0,8 0,168
oregano 231,7£9,8 0,416
fenykl 219,3+8,8 0,231
kopfiva 474,3 £13,7 0,172
jetel 166,5+ 3,1 0,249
hefméanek 194,1+10,8 0,306
febficek 180,3 + 14,8 0,301
hrebicek 172,7+10,3 0,239
skofice 199,1+15,7 0,391
muskatovy ofiSek 176,6 £17,5 0,195
badyan 251,2+21,1 0,237
pepr ¢erny 197,9+14,1 0,181
pomerancova kdra 157,9+0,6 0,182
zazvor 194,5+19,8 0,306
lesni plody 237,0+£1,9 0,199
mrkev 157,8+1,3 0,233
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Velikost v3ech liposoml svodnymi extrakty nepfekroCila hodnotu 500 nm. Stejné jako
u chitosanovych ¢astic byly i prazdné liposomy vyhodnoceny jako nejmensi (115 nm), po enkapsulaci
aktivni latky se primérnéa velikost zvySovala. Hodnoty indexu polydisperzity byly vyrazné nizsi, nez
u chitosanovych ¢astic. Vybrané vzorky Ize z hlediska Pdl povazovat za uniformni (prazdné liposomy,
liposomy + levandule, kozinec, fenykl, kopfiva, jetel, hfebicek, muSkéatovy ofiSek, badyan, pepr,
pomerancova kdra, lesni plody, mrkev). Velikost ¢astic maze byt dale upravovana pomoci extrudéru,
timto zpusobem dosahnout uniformnity ¢asticové suspenze i u ostatnich vzork( [184].

Z vysledki mérfeni velikosti Castic pfi enkapsulaci riznych typu extrakt( lze fict, Ze pouzité
rozpoustédlo pravdépodobné nemé& vyrazny vliv na velikost vysledného liposomu. Hodnoty
pramérnych velikosti liposom( s enkapsulovanymi vodnymi, ethanolickymi i lipidickymi extrakty se
obecné liSily pouze minimalné (Graf 7).
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Graf 7: Porovnani velikosti liposomd pfi enkapsulaci rdznych typd extraktd

Pramérna velikost castice byla porovnana i mezi liposomy a kombinovanymi PHB liposomy
s vybranymi vodnymi extrakty. Z grafu 8 lze vyc€ist, Ze inkorporace 20% polyhydroxybutyratu vyrazné
navySuje velikost ¢astice, na dvojnasobek az trojndsobek velikosti pivodniho liposomu. Taktéz index
polydisperzity nabyval u PHB liposomu téméfF dvojndsobnych hodnot vyjma Pdl prazdnych
PHB liposomovych ¢astic (0,238).

Velikost PHB liposomovych ¢astic je vySsi, nez u klasickych liposomu, pfesto vSak nepfesahuje
hranici 700 nm. Tyto ¢astice proto mohou své uplatnéni nalézt v kosmetickych pfipravcich.
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Graf 8: Porovnani velikosti liposomd a PHB liposomd s enkapsulovanymi vodnymi extrakty

5.4 Stanoveni elektrokinetické stability = €astic pomoci zeta potencialu

Zeta potencial je elektricky potencidl v roviné skluzu, ktera je hranici obklopujici kapalnou vrstvu
média pohybujici se s ¢astici v suspenzi. Zeta potencial je kliCovy parametr stability Casticové
suspenze. Obecné je za hranici stability povaZovana hodnota +30 mV, resp. -30 mV. Cim vy3§i je

absolutni hodnota zeta potencialu, tim je suspenze stabilngjSi [184]. Pro stanoveni zeta potenicalu
pfipravenych ¢asticovych suspenzi byl v této praci pouzit pfistroj Malvern ZetaSizer Nano.

5.4.1 Chitosanové c¢astice

Zeta potencial byl stanoven u prazdnych chitosanovych ¢astic a u chtitosanovych ¢astic
s vybranymi vodnymi extrakty vzorkd. Méfeni bylo provedeno ftfikrat a vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 13 jako primérné hodnoty ze vSech méfeni a smérodatné odchylky.

Tabulka 13: Hodnoty zeta potencialu chitosanovych ¢astic

vzorek zeta potencial [mV]

prazdné ¢éastice 30,3+0,8
bily ¢aj 229+0,1
zeleny €aj 26,2+0,2
cerny Caj 20,3+0,4
rooibos zeleny 19,2+0,5
rooibos ¢erveny 22,6+0,2
honeybush 29,4+0,8
lapacho 39,4+22
guarana 75+0,5
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vzorek zeta potencial [mV]

levandule -4,6 £0,2
jitrocel -2,0+2,9
matefidouska 1,4+20
rozmaryn 73+1,3
echinacea 33,9+0,6
cerny bez -2,4+4,7
Salvéj 13,1+0,4
hrebic¢ek 58+1,3
zazvor 8,6+1,8
skofice -06+2,8

Hodnota zeta potencialu prazdnych chitosanovych ¢astic tésné pfesahla hranici stability +30 mV,
tyto Céastice tedy Ize povazovat za stabilni. Ostatni vzorky chitosanovych ¢astic s enkapsulovanymi
extrakty (vyjma vzorky echinacey a lapacha) mély hodnoty zeta potencialu v rozmezi nestability
(-30 az +30 mV) a lze tedy predpokladat agregaci ¢astic, coz koresponduje s vysledky méfeni velikosti
¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla. Vzhledem ke vSem vysledkdm méfeni je pouzita pfiprava
chitosanovych ¢astic s enkapsulovanymi extrakty metodou sonikace méné vhodnou alternativou.

5.4.2 Liposomy a kombinované liposomy

Zeta potencial byl stanoven u liposomu s vodnymi extrakty, pro porovnani nasledné i u liposomu
s extrakty lipidd a organickymi extrakty. Porovnavana byla i koloidni stabilita liposom
a kombinovanych PHB liposomu s vybranymi typy vodnych extraktd.

Méreni bylo provedeno tfikrat, vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 14 a Grafech 9 a 10 jako
pramérné hodnoty a smérodatné odchylky méfeni.

Tabulka 14: Hodnoty zeta potencialu liposomovych ¢astic

vzorek zeta potencial [mV]

prazdné ¢éastice -54,3+0,6
bily ¢aj -385+0,4
zeleny ¢aj -37,4+2,1
cerny Caj -35,5+2,1
honeybush -375+15
lapacho -36,7£0,4
roiboos Cerveny -47,0+1,3
roiboos zeleny -38,5+0,2
guarana -36,1+0,7
matcha -41,8+0,3
dubova kdra -47,8+0,7
jitrocel -39,7+0,1
levandule -35,2+2,8
cerny bez -43,1+0,4
rozmaryn -350+1,9
matefidouska -35,6+2,4
echinacea -41,7+3,5
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vzorek zeta potencial [mV]

Salvéj -489+2,4
kozinec -33,0+£0,5
lichorefiSnice -47,9+2,0
oregano -40,0+3,1
fenykl -32,5+0,3
kopfiva -27,4+0,2
jetel -46,3+1,9
hefmanek -453+3,5
febficek -40,7+1,2
hrebicek -46,3+15
skofice -47,2+3,4
muskatovy ofisek -45,1+1,6
badyan -49,7+1,1
pepr ¢erny -46,4+2,1
pomerancova kara -46,2 +£0,8
zazvor -36,0+1,1
lesni plody -37,9+0,6
mrkev -41,4+19

VSechny liposomové ¢astice s enkapsulovanymi vodnymi extrakty mohou byt podle hodnot zeta
potencialu povazovany za stabilni. Vyjimkou byly pouze liposomy s extraktem z kopfivy, hodnota jejich
zeta potenciélu tésné nedosahla na hranici stability. Prdzdné liposomové ¢astice vykazovaly hodnotu
zeta potencialu okolo 54 mV, jedna se tedy o velice stabilni ¢asticovou suspenzi.

Podobné jako v pfipadé mérfeni velikosti ¢astic bylo i zde potvrzeno, ze typ enkapsulovaného
extraktu nema vyrazny vliv na stabilitu liposomu (Graf 9). Vyjimku tvofily pouze liposomy s extraktem
z kopfivy, pouziti ethanolického a lipidického extraktu zplsobilo vyznamny posun hodnoty zeta
potencialu do oblasti stability. U ostatnich ¢astic doSlo pfi pouziti organickych extraktd pouze
k menSimu navySeni absolutni hodnoty zeta potenciélu (rozdil do 10 mV).

U veétSiny kombinovanych PHB liposomu doSlo ke zvySeni koloidni stability ¢asticové suspenze
oproti oby€ejnym liposomam. Vyjimku tvofily pouze prdzdné Castice a vzorky s rooibosem ¢ervenym,
matchou a echinaceou. Pfesto zeta potencial vSech pfipravenych PHB liposomU vykazoval hodnoty
mensi nez -30 mV a ¢astice proto mohou byt povazovany za stabilni (Graf 10).
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Graf 9: Porovnani hodnot zeta potencidlu liposomd s rdznymi typy enkapsulovanych extraktd
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Graf 10: Porovnani hodnoty zeta potencialu liposomd a PHB liposomd s enkapsulovanymi vodnymi
extrakty



5.5 Stanoveni dlouhodobé stability  €astic

5.5.1 Stanoveni stability €astic v modelovych potravinach

Mikrobialni aktivita je nejCastéji se vyskytujici zpisob posSkozeni potravin a je zodpovédna za ztratu
jejich senzorické kvality a bezpecnosti konzumace. Obava z patogennich mikroorganismi
znehodnocujicich potraviny narista se stale ¢astéjSim vyskytem alimentarnich onemocnéni. Moznym
feSenim je pouziti pfirodnich antibakterialnich slou€enin, jako jsou vytazky z bylin a nékterych typu
kofeni. Tyto extrakty mohou potravindAm dodat charakteristickou vini a chut a navic vykazuji
antioxidacni a antimikrobialni aktivitu pfispivajici k udrzitelnosti potraviny [185].

Pro pfipravu liposomi a stanoveni jejich stability v modelovych potravinach bylo vybrano celkem
15 vzorkd €aju, kar, bylin & kofeni. Vzorky byly zvoleny podle vysledk(i stanoveni mnoZstvi polyfenol,
antioxidacni aktivity, senzorickych vlastnosti a také podle antimikrobialniho potencialu vzorku.

Pro testovani dlouhodobé stability ¢astic v potravinach byly liposomy s enkapsulovanym vodnym
extraktem aktivnich sloucenin inkubovany v riznych typech modelovych potravin (kap. 4.8.4.1).
Po jednom, dvou, d&tyfech, Sesti aosmi tydnech bylo spektrofotometricky stanoveno uvolnéné
mnozstvi polyfenold (metodou uvedenou vkap. 4.6.1). Vysledky byly néasledné porovnany
s enkapsulovanym mnozstvim polyfenold do liposom(. Procentualni hodnota uvolnéného mnozstvi
polyfenolu je pro kazdy vzorek uvedena v tabulkach 15 a 16.

Tabulka 15: Mnozstvi uvolnénych polyfenold z celkového mnozstvi enkapsulovaného do liposomd,
modelové potraviny 1 a 2

Uvoln éné polyfenoly MP 1 [%] MP 2 [%]

Poéet tydn G 1 2 4 6 8 1 2 4 6 8
bily ¢aj 1,7 4,0 49 12,6 25,8 2,2 5,6 7,8 13,8 24,9
zeleny Caj 1,3 10,1 16,0 244 357 1,4 1,6 9,5 22,3 33,3
cerny ¢aj 0,3 1,1 4,0 152 224 0,9 1,1 3,8 135 29,6
rooibos ¢erveny 4,5 18,1 240 396 559 1,8 12,7 27,6 440 69,7
matcha 0,7 3,8 49 12,6 21,3 2,5 5,8 8,6 19,1 29,5
dubova kuara 3,0 3,9 3,9 23,7 30,9 3,2 7,9 105 334 39,0
¢erny bez 1,6 3,6 4,5 16,5 30,2 0,5 4,2 42 17,8 28,9
echinacea 0,0 2,3 4,3 14,7 37,0 0,2 2,1 4,0 12,9 28,6
oregano 0,3 5,3 6,0 12,4 21,2 1,0 6,8 6,8 13,1 26,8
fenykl 2,8 4,6 50 16,4 30,7 2,9 52 6,1 14,7 28,0
citronova trava 0,0 105 23,7 39,7 70,0 0,0 53 30,3 7,2 0,0
hfebicek 0,0 6,9 7,2 115 26,9 0,0 7,7 8,3 18,4 38,7
skofice 0,0 0,0 7,2 24,1 35,2 0,0 0,0 52 24,1 40,7
zazvor 0,3 1,0 1,8 9,6 19,6 2,3 51 7,5 12,0 19,9
kurkuma 0,0 0,0 12,0 26,3 34,7 0,0 0,0 42 16,5 32,6
MP modelova potravina

Ve vodné modelové potraviné (MP 1) vykazovaly &astice vybornou stabilitu. BEhem 2 mésicu
skladovani se u vétSiny vzork( z liposomu uvolnilo méné nez 40% enkapsulovanych polyfenold.
Vyjimku tvofily pouze vzorky rooibosu ¢erveného a citronové travy, kde doSlo k vySSimu uvolnéni
aktivni latky. Z téchto vysledku Ize usuzovat, Ze pfipravené liposomy jsou vhodné pro vodné potraviny

S pH > 4,5.
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U modelové kyselé potraviny (MP 2) doSlo k mirné vy3Simu uvolnéni aktivni latky z liposom( nez
v pfipadé MP 1. Pfesto vSak Ize liposomy povazovat za stabilni i v prostfedi s pH < 4,5, protoze
béhem dvou mésicl skladovani nedoslo u vétSiny vzorkd k uvolnéni ani poloviny enkapsulované latky.
U vzorku citronové travy se hodnoty uvolnénych polyfenoll v prdbéhu méreni snizovaly, v tomto
pfipadé pravdépodobné dochazelo k jejich degradaci.

Tabulka 16: Mnozstvi uvolnénych polyfenold z celkového mnozstvi enkapsulovaného do liposomd,
modelové potraviny 3 a 4

Uvoln éné polyfenoly MP 3 [%] MP 4 [%]

Poéet tydn G 1 2 4 6 8 1 2 4 6 8
bily ¢aj 1,0 4,9 5,6 13,0 31,6 5,8 6,9 9,4 42,0 88,8
zeleny Caj 51 12,7 19,0 40,5 62,7 18,0 20,0 33,1 79,5 TA
cerny ¢aj 1,1 3,1 5,8 15,7 39,8 10,7 16,6 31,7 TA -
roiboos ¢erveny 1,4 199 294 498 26,2 | 389 493 751 TA -
matcha 2,7 6,1 7,8 23,7 37,7 3,9 8,3 8,4 46,9 TA
dubova kuara 3,6 7,2 9,4 24,2 41,2 15,9 28,2 34,3 54,3 TA
¢erny bez 1,3 3,4 5,6 16,6 30,7 4,9 9,1 13,3 49,6 TA
echinacea 0,4 2,7 2,7 16,9 394 59 8,2 12,7 48,7 TA
oregano 5,8 6,8 7,8 15,9 30,6 6,9 9,3 10,2 37,9 TA
fenykl 4,1 5,2 7,7 254 46,9 33,9 50,8 70,7 TA -
citronova trava 23,7 250 382 76,9 TA TA - - - -
hfebicek 0,0 7,2 7,4 27,4 55,0 7,1 7,7 17,7 51,9 TA
skofice 0,0 0,0 8,7 25,3 38,1 44,0 44,6 50,6 TA -
zazvor 0,6 2,5 3,1 10,4 27,8 51 8,1 10,8 47,7 15,8
kurkuma 0,0 0,0 11,3 30,4 447 7,9 28,3 30,4 94,7 58,9
MP modelova potravina

TA uvolnéni veskeré enkapsulované latky

- neméreno

Stabilita liposom0 v alkoholovém prostfedi modelové potraviny ¢. 3 byla nizsi nez v pfedchozich
pfipadech. Z vétSiny testovanych vzorkll se po dvou mésicich inkubace uvolnilo 30-50%
enkapsulovaného mnozstvi polyfenold. Méné stabilni byly pouze vzorky zeleného ¢&aje, hfebicku
a citronové travy. U citronové travy doslo k uvolnéni veSkerych enkapsulovanych polyfena. Na zakladé
téchto vysledku Ize povazovat tento typ liposomu za vhodny i pro alkoholové potraviny.

Naopak nevhodné je pouziti liposomu v pfipadé tukovych potravin. Za téchto podminek dochazi
k ¢aste€nému rozpousténi liposoma v lipidické fazi modelové potraviny a tedy k rychlému uvolnéni
enkapsulované aktivni latky. Po dvou mésicich inkubace bylo téméf ze vSech vzorkd uvolnéno
veskeré mnozstvi enkapsulovanych polyfenold. Navic vtomto prostfeda patrné opét dochézelo
k degradaci aktivni latky, hodnoty namérenych polyfenol( se v pribéhu méfeni snizovaly.

Na zékladé naméfenych dat Ize Fict, Ze pfipravené liposomy jsou vhodné pro pouZziti jako aditiva
do potravin s neutralnim a mirné kyselym prostfedim, pfipadné do alkoholovych potravin, kde ¢astice
vykazuji dobrou stabilitu. Do Gvahy pfichazi i pouziti v kosmetickych vyrobcich na bazi vody, pfipadné
gelu, nikoliv v tukovych pfipravcich.
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5.6 Analyza liposom @ a PHB liposom G pomoci kryo-TEM mikroskopie

Struktura pfipravenych liposomd a PHB liposomu byla pozorovana s vyuzitim kryo-elektronové
transmisni mikroskopie. Pro pofizeni téchto snimkd byly pouzity nefiltrované Casticové suspenze,
samotné ¢astice proto nemaji uniformni velikost.

Snimek A zobrazuje samotné liposomové Castice, zatimco na snimku B se nachazeji kombinované
PHB liposomy. Ziskané snimky potvrzuji inkorporaci PHB do liposomovych ¢astic. Tmavsi struktury
na snimku B predstavuji polyhydroxybutyrat obklopeny vrstvou fosfolipidG. Fosfolipidova ¢&ast
liposom( i nadale funguje jako transportni mechanismus pro enkapsulované aktivni latky. Inkorporace
polyhydroxybutyratu navic zlepSuje stabilitu ¢astice.

[ — T T A

[e— T T B

Obrazek 19: Kryo-TEM snimky (200 kV) liposomd (A) a PHB liposomd (B). ZvétSeno 62 000x (A)
a 50 000x (B)
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5.7 Priprava vlaken

Vldkna byla pfipravovana ze zasobniho roztoku polyhydroxybutyratu metodou elektrospiningu
(kap. 4.9.2). Ziskané vlakenné textilie byly oddéleny z kolektoru a uschovavany ve sterilnich Petriho
miskach pfi laboratorni teploté. Kromé samotnych PHB vlaken byly pfipraveny i vzorky s pfidavkem
lipidickych extrakt( z hfebi¢ku, skofice, dubové klry, oregana, kopfivy, jetele, hefmanku a febricku.
Pfipravena vlakna byla nasledné podrobena analyze na FTIR-ATR a poté byly zkoumany jejich
antioxida¢ni a antimikrobialni G€inky. RovnéZz byl ovéfen jejich pfipadny toxicky efekt pfi kultivaci
s lidskymi buné&nymi kulturami.

Obrazek 20: PHB vldkna pripravena elektrospinningem

5.8 Stanoveni antioxida €nich vlastnosti viaken

U vzorkl vldken s pfidavkem lipidickych extraktll byla stanovena jejich antioxidacni aktivita
metodou ABTS (kap. 4.10.1). Na Obrazku 21 je znazornén prabéh zhaSeni radikalového kationtu
ABTS™ plisobenim vlaken s lipidickym extraktem z hrebi¢ku.

Obrazek 21: Prabéh sledovani antioxidacnich vlastnosti viaken metodou ABTS
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Pro kazdy vzorek vlaken bylo stanoveni antioxidacnich vlastnosti provedeno tfikrat. Vysledné
pramérné hodnoty jsou vyjadfeny jako mnoZstvi ekvivalentni aktivity Troloxu a vztazeny na 1cm?’
vlakenné tkaniny (Tabulka 17).

Tabulka 17: Antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkd viaken

vzorek vlaken TEAC [ug/cm ? vlaken]
dubova kura 461,4+12,1
skofice 470,8 £ 14,7
hrebic¢ek 4442 +9,8
oregano 455,0 + 6,7
kopfiva 239,1+16,7
jetel 126,7 £ 6,5
hefmanek 121,8+17,3
febficek 252,3+5,8

Z vysledk( je patrné, Ze nejvysSi antioxidacni aktivitou se vyznacovaly vzorky viaken obsahujici
lipidicky extrakt ze skofice. Podobnych hodnot dosahovaly i vidkna s extrakty dubové kary, hfebicku
aoregana. U ostatnich vzorkd byla antioxidacni aktivita nékolikanasobné nizsi. Tyto vysledky
koresponduji se stanovenim celkového mnozstvi polyfenolickych slouéenin v lipidickych extraktech
(kap. 5.1.2). Vlakna obsahujici extrakty s vysokym obsahem antioxidacné puUsobicich fenolickych
sloucenin vykazuji vysoky antioxidacni potenciél.

5.9 Sledovani uvol novani aktivni latky z vidken

Prabéh uvolfovani antioxidacné pulsobicich latek z vidken do okolniho prostfedi byl sledovén
i pomoci spektrofotometrického stanoveni polyfenolt. Vzorek viaken o velikosti 1 cm® byl ponofen
do vody, pfipadné ethanolu, a ve stanovenych ¢asovych intervalech bylo méfeno mnoZstvi
uvolnénych  polyfenolickych  slou¢enin  (kap. 4.10.2). Vypodtené koncentrace polyfenoll
ve vodném/ethanolickém prostfedi jsou uvedeny v Grafech 11 a 12.

Z uvedenych vysledku vyplyva, ze vice polyfenolickych slouc¢enin se béhem kratkého ¢asového
Useku uvolnilo do ethanolu. To potvrzuje plvodni predpoklad, jelikoz viakna byla obohacena
o lipidické extrakty a tedy pfedevSim o lipofilni polyfenoly, rozpustné v organickych rozpoustédlech.

Nejvice polyfenoll se v pfipadé vodného prostfedi uvolnilo ze vzorku vldken s extraktem
z hiebicku, u ethanolu se jednalo o vzorek febficku. Naopak nejméné polyfenoll se v obou pfipadech
uvolnilo z vliaken obsahujicich lipidické extrakty dubové kury, skofice a oregana, kde zfejmé dochazi
k silngjSi sorpci aktivnich latek na vlakna. Pro budouci praktické pouZiti je vhodna takova kombinace
vldkenného materialu a extraktu, ktera umozni stabilitu béhem skladovani a optimalni uvolnéni aktivni
latky po aplikaci funkcionalizovaného materialu.
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Graf 11: Mnozstvi polyfenold uvolnénych z viaken do destilované vody
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Graf 12: Mnozstvi polyfenold uvolnénych z vidken do ethanolu



5.10 Analyza vlaken pomoci FTIR-ATR

Za Ucelem oveéfeni inkorporace aktivnich sloZzek do vldken byla samotnd PHB vldkna i s vlakna
s lipidickymi extrakty analyzovana pomoci techniky FTIR-ATR. Pro méfeni byla vybrana absorbance v
rozsahu vinod&ti 4000-400 cm™ s rozli§enim 4 cm™. Vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky viaken
byly zaznamenany v oblasti 3100-2800 cm™. Spektra viech pozorovanych vlaken zobrazuje Graf 13.
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Graf 13: FTIR-ATR spektra jednotlivych vzorkd vidken

Oblast vinodtd 4000-2500 cm™ odpovida valendnim vibracim vazeb vodiku, u organickych
slouéenin se jedna predevsim o vazby C-H, O-H a N-H. Oblast vino&td 3300-2700 cm™ pak odpovida
vazbdm C-H. Valen¢ni vibrace C-H vazeb v aldehydickych funkénich skupindch se projevuje
pfi hodnotach vino&tu 2850 cm™ [186].

Lipidické extrakty izolované z rdznych pfirodnich material(l jsou komplexni smési velkého mnozstvi
latek s rdznou strukturou. Chemicky se jednotlivé slou¢eniny fadi mezi alkoholy, ethery, aldehydy,
ketony, estery, aminy, amidy, fenoly a terpeny [187]. Rozdil ve spektrech samotnych vlaken a vzorki
s pfimési lipidického extraktu, naznacuje, Ze doSlo k navazani aktivnich latek z extraktd
na polyhydroxybutyratova viakna. Pik v oblasti vinoétu 2850 cm™ ukazuje na navazani nékterych
aldehydu z lipidickych extrakt(i vzorkd.
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5.11 Analyza vlidken pomoci SEM

Pripravena PHB vldkna byla analyzovana pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Néasledujici
snimky byly vytvoreny pfi urychlovacim napéti 10 kV a zvétSeni 1000x a 5000x.

— 4/20/2018
X 1,000 10.0kV SEI WD 4mm

lpm  4/20/2018
X 5,000 10.0kV SEI SEM WD 4mm

Obrazek 22 Snimek PHB vlaken vytvofeny pomoci SEM p/i zvétSeni 1 000x (A) a 5 000x (B)
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5.12 Stanoveni antimikrobialniho a antimykotického G€inku p Fipravenych
preparat G

Nizkomolekularni sekundarni metabolity jsou nezbytné pro odolnost rostlin vic¢i chorobam.
Produkce a kumulace nékterych sekundarnich metabolitd rostlin je indukovana pfi napadeni
patogennim mikroorganismem a tyto metabolity jsou oznacovany jako fytoalexiny. Nékteré
z fytoalexin(i se vyznacuji inhibi¢ni aktivitou vi¢i celému spektru patogend, jiné plsobi inhibi¢né jen
na specificky druh mikroorganismu. Fenolické slouceniny patfi k sekundarnim rostlinnym metabolitam,
jez prispivaji k obrané rostlin pfed napadenim. Antimikrobialni a antimykoticky efekt fenolickych
fytoalexin( byl jizZ mnohokrat experimentalné potvrzen [188, 189].

V této Casti prace byly pfipravené Eastice a vldkna, ale i samotné extrakty aktivnich sloucenin,
hodnoceny z hlediska jejich antimikrobialniho a antimykotického G¢inku. Pro testovani byly pouzity jak
metody difuzni, sledujici vytvorfeni inhibi¢nich zén pfi kultivaci na na tuhém agaru, tak metody dilu¢ni.
Principem diluénich metod je sledovani zmény koncentrace mikrobialni kultury méfené jako zakal
v tekutém meédiu. Testovacim organismem byl Micrococcus luteus, jako zastupce grampozitivnich
bakterii, Serratia marcescens jako zastupce gramnegativnich bakterii a kvasinka Candida glabrata.

5.12.1 Jamkova agarova difuzni metoda

Jamkova agarova difuzni metoda je standartni metodou Siroce vyuzivanou k prvotnimu screeningu
antimikrobidlniho potencialu testovanych latek. Do agarové plotny porostlé mikroorganismem jsou
sterilné vyhloubeny jamky, do nichZz je napipetovan pfesny objem testované latky. PFi nasledné
inkubaci doch&zi k difundovéani testované latky vagarovém médiu a v pfipadé pozitivniho
antimikrobialniho G¢inku k vytvoreni inhibi¢nich z6n [118, 119]. Pfesny postup metody je uveden
v kapitole 4.11.2.2). Jamkova agarova difuzni metoda byla vyuzita k hodnoceni antimikrobialniho
potencialu raznych typa pfipravenych extraktd. Pro porovnani Gcinnosti inhibice rastu bakterii byla
nejprve sestavena fada roztok( standardniho antimikrobialniho peptidu lysozymu o rlznych
koncentracich (Tabulka 18).

Tabulka 18: Velikost inhibi¢nich z6n u rdznych koncentraci standartniho roztoku lysozymu

roztok lysozymu velikost inhibi  éni zény [mm]

[mg/ml] ML SM
0,5 0 0
10 1 0
25 2 0
50 3 0
100 4 1
250 7 4
500 9 6
750 11 9
1000 15 14

Extrakce fenolickych sloucenin z rostlinné matrice je ovlivnéna mnozstvim faktor(i, pfedevsim jejich
chemickou povahou, pouzitou extrakéni metodou a rozpoustédlem, dobou extrakce apod. Slozeni
vysledného extraktu je tedy velmi proménlivé a optimalizace presnych podminek extrakéniho procesu
je zasadnim bodem pro navrzeni vhodného preparatu s maximalnim antimikrobialnim efektem [190].
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Ze vzorku dubové, bfizové a vrbové kary byly pfipraveny rlizné typy extraktd, liSici se pouzitym
rozpoustédlem (voda, methanol, ethanol, DMSO). Kromé vzorkd extrahovanych po dobu 15 minut
postupem uvedenym v kap. 4.5.1, byly pro porovnani pfipraveny vzorky s dobou extrakce 24 hodin.
Ziskané extrakty aktivnich latek byly pouzity pro stanoveni antimikrobialniho UGc€inku pomoci
agarového difuzniho testu. Soucasti experimentl bylo vzdy stanoveni inhibi¢niho G€inku samotného
rozpousStédla, které slouZilo jako blank. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19: Velikost inhibi¢nich zon rdznych exktraktd vzorkd kdr

vzorek velikost inhibi  €ni zény [mm] vzorek velikost inhibi  €ni zény [mm]
ML SM CG ML SM CG
bfiza 15min 1,0 0,5 0,0 vrba 15 min 2,0 0,0 0,0
H,O 24hod 0,0 0,0 0,0 ethanol 24 hod 1,5 3.0 0.0
briza 15 min 1,0 0,0 0,0 vrba 15 min 0,5 0,5 1,5
methanol 24 hod 1,0 2,5 0,0 DMSO 24 hod 1,0 15 1,0
bfiza 15 min 1,5 0,0 0,0 dub 15 min 0,5 0,0 0,5
ethanol 24 hod 0,0 1,0 0,0 H,O 24 hod 0,5 0,5 0,5
bfiza 15min 3,0 2,0 0,5 dub 15 min 1,0 0,0 0,0
DMSO 24 hod 35 0,0 0,0 methanol 24 hod 0,5 2,0 0,0
vrba 15 min 0,5 0,5 0,0 dub 15 min 3,0 0,5 0,0
H,O 24hod 0,0 0,0 0,5 ethanol 24 hod 1,0 1,5 0,5
vrba 15 min 0,0 0,0 1,5 dub 15 min 1,5 1,0 0,0
methanol 24 hod 0,0 1,0 0,0 DMSO 24 hod 2,5 0,0 1,0

ML  Micrococcus luteus
SM Serratia marcescens

CG Candida glabrata

Z vysledkd vyplyva, Ze vodné extrakty vSech vzorkd vykazovaly nulovy, nebo jen minimalni
antimikrobialni G¢inek. VhodnéjSi variantou se jevi pouziti organickych rozpoustédel, nezavisle
nadobé trvani extrakce. Nejvy3si antimikrobidlni potencidl vykazoval extrakt bfizové kary
do dimethylsulfoxidu a ethanolicky extrakt dubové klry, oba shodné proti grampozitivni bakterii
Micrococcus luteus. Proti gramnegativni bakterii Serratia pasobil nejvice inhibi¢né ethanolicky extrakt
z vrbové kary. Zadny z pouzitych extraktt nemél podle difuzniho testu vyrazny inhibiéni Gginek proti
kvasince Candida. Antimikrobidlni G€inek vzorkd kdr byl nasledné ovéfen i s pomoci diluéniho testu.
Vysledky tohoto stanoveni korespondovaly s daty ziskanymi difuznim testem. Diluéni metoda
nepotvrdila vyrazny Ucinek Zadného z extraktd vici testovacim mikroorganismam.

U dalSich vybranych vzorka byl pomoci difuznich metod porovnan antimikrobialni a antimykoticky
Ucinek pfipravenych vodnych, lipidickych a pfipadné methanolickych extraktd (Tabulka 20).
Z vysledk(l vyplyva, ze zadny z pouzitych extraktd nevykazuje inhibiéni efekt vuc¢i gramnegativni
bakterii Serratia, vyjma lipidického extraktu z pepfe, hfebicku a skofice. Zjisténa data potvrzuji dfive
experimentalné stanoveny vysSi inhibiéni G¢inek rostlinnych sekundarnich metabolitd  vici
grampozitivnim bakteriim oproti gramnegativnim. Tento fakt je zpUsoben rozdilem stavby bunééné
stény u obou typu bakterii. Bunécna sténa gramnegativni bakterie obsahuje navic vnéjSi membranu
s molekulami lipopolysacharidu, ktera funguje jako bariéra pfed prostupem rostlinnych extraktd [191].

Vysoky inhibiéni G€inek proti grampozitivnimu druhu Micrococcus byl zjistén u lipidického extraktu
muskatového ofiSku a dubové kary. Obecné vSak testované extrakty vykazovaly nejvySSi inhibicni
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Gcginek vuci kvasince Candida. NejvétSi inhibiéni zény byly naméfeny u lipidického extraktu hrebicku
a oregana (Tabulka 20).

Tabulka 20: Velikost inhibi¢nich zdn rdznych exktraktd vzorkd bylin a korfeni

velikost inhibi  €ni zény [mm] velikost inhibi  €ni zény [mm]
vzorek vzorek
ML SM CG ML SM CG
VE N N 0,0 VE N N 0
badyan pepf
LE 0,0 0,0 0,0 LE 15 2,5
] VE N N 0,0 VE N N 15
kozinec ¢esnek
LE 1,0 0,0 0,0 ME N N 1,0
VE N N 0,0 VE N N 2,0
lapacho kurkuma
LE 0,0 0,0 0,0 ME N N 1,5
] o VE N N 0,0 VE N N 5,0
lichofefiSnice
LE 0,0 0,0 0,0 hfebicek LE 0,0 2,0 8,0
muskatovy VE N N 0,0 ME N N 35
ofisek LE 0,5 0,0 0,0 VE N N 3,0
VE N N 2,0 skofice LE 0,0 3,0 8,0
oregano
LE 5,0 0,5 6,0 ME N N 1,0
pomeranéova VE N N 0,0 VE N N 1,0
kdra LE 1,0 0,0 0,0 zazvor LE 0,5 0,0 0,0
dubova kuara LE 3,0 0,0 0,0 ME N N 2,0
N neméfeno
ML Micrococcus luteus VE vodny extrakt
SM Serratia marcescens LE lipidicky extrakt
CG Candida glabrata ME metanolovy extrakt

Ackoliv agarovd jamkova difuzni metoda patfi mezi standardni metody pro posuzovéani
antimikrobialniho potencialu slou¢enin, jedna se o pouze o orientaéni metodu. Pfipravené extrakty
a predevsim ¢astice byly proto podrobeny antimikrobialnimu testovani v diluénim usporadani.

5.12.2 Bujonova dilu éni metoda

Bujonova diluéni metoda je jednou z nejzakladnéjSich metod pro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky. Jeji podstatou je inkubace bakterialni &i kvasinkové kultury s pfesné
definovanym mnozstvim testované latky a nasledné spektrofotometrické sledovani inhibice rdstu
mikroorganismu [118, 119]. Pfesny postup testovani je uveden v kapitole 4.11.2.1. Bujonova dilu¢ni
metoda byla pouzita k posouzeni antimikrobialniho a antimykotického G¢inku samotnych extraktd,
¢astic s enkapsulovanymi extrakty a také pfipravenych vliaken. Pro porovnani G¢innosti inhibice rdstu
bakterii byla nejprve sestavena fada roztok( standardniho antimikrobialniho peptidu lysozymu
o rGznych koncentracich (Tabulka 21).
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Tabulka 21: Antimikrobialni G¢inek raznych koncentraci standartniho roztoku lysozymu

roztok lysozymu nar st bun ék oproti blanku [%] antimikrobialni G €inek
[ng/ml] ML SM ML SM
0,5 98,0 99,8 - -
10 85,4 99,9 + -
25 76,7 90,7 + -
50 71,9 82,6 + +
100 66,3 72,2 + +
250 56,4 62,2 ++ +
500 43,9 49,4 ++ ++
750 26,2 38,3 +++ ++
1000 5,0 11,0 +++ +++
ML Micrococcus luteus - stejny narust jako kontrola
SM Serratia marcescens +  60-90% kontroly

++ 30-60% kontroly
+++ 0-30% kontroly

5.12.2.1 Stanoveni antimikrobiélniho a antimykotick ~ ého G €inku extrakt @

U vzorkd €aji a kar byl porovnavan antimikrobialni G€inek extraktd pfi pouziti rdznych typu
rozpoustédel (kap. 4.5). Soucésti experimentl bylo vzdy stanoveni inhibi¢niho U¢€inku samotného
rozpousStédla, které slouZilo jako blank.

U extraktd vzork( €aju a kir byl ocekavan vysoky antimikrobiélni G€inek vzhledem k vysokému
obsahu ftfislovin vtéchto vzorcich. TFisloviny jsou latky, které jsou schopné vytvaret komplexy
s proteiny pfitomnymi v plazmatické membréané bakterii a zpusobovat tak jejich inhibici [192]. Stejné
jako pfi stanoveni pomoci difuzni metody v pfedchozi kapitole (5.12.1), vzorky vSech tfi typua kdr
nevykazovaly vyrazny antimikrobialni efekt. Naproti tomu extrakty ¢aji puUsobily inhibiéné proti
gramnegativni i grampozitivni bakterii (Tabulka 22). VysSSi antimikrobialni efekt byl vzdy zaznamenan
v pfipadé pouziti extrakce do organického rozpoustédla, oproti nedcinnym vodnym extraktdm.
NejvySSi inhibiéni Gcinek vykazovaly extrakty ¢erného ¢aje a medového kefe honeybush. Alespon
¢astecny antimikrobidlni G¢inek byl zaznamenan u vSech pfipravenych organickych extrakta.

Methanol ani dimethylsulfoxid vSak neni mozné pouzit pfi aplikaci Castic do potravin, tyto
experimenty opét slouzi jako model pro charakterizaci extraktd aktivnich slouéenin. Proto bylo déale
pracovano prevazné s vodnymi, pfipadné etanolovymi extrakty.
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Tabulka 22: Porovnani antimikrobialniho Gcinku rdznych typu extraktd ¢ajd

vzorek rozpoust édlo ML SM vzorek rozpoust édlo ML SM
; voda - + . voda - -
zeleny rooibos
L. methanol - - | methanol + ++
¢aj zeleny
DMSO ++ ++ DMSO ++ ++
voda - + voda - -
cerny
. methanol ++ + lapacho methanol + +
¢al
J DMSO +++ ++ DMSO ++ ++
bily voda - - voda - +
i
. y methanol - +++ honeybush methanol ++ ++
¢a
J DMSO + + DMSO +++ ++
) voda - - voda - -
rooibos
. j methanol - + guarana methanol + +++
Cerveny
DMSO ++ ++ DMSO +++ -
ML Micrococcus luteus - stejny narust jako kontrola
SM Serratia marcescens +  60-90% kontroly

++ 30-60% kontroly
+++ 0-30% kontroly

V dalSim stanoveni byly testovany vodné extrakty vybranych vzorkd a porovnany z hlediska jejich
inhibiéniho G€inku vaéi rdznym mikroorganismim. Z vysledkd uvedenych v Tabulce 23 vyplyva, Ze
nejvyssi potencial ma vodny vzorek hrebicku, ktery vykazoval urcity inhibiéni efekt vaéi vSem
testovanym mikroorganismim. Vyrazné antimikrobialni G¢inky vykazoval vodny extrakt kopfivy, ato
vuci obéma typam testovanych bakterii. Silné antimykoticky plsobily vzorky oregana, pepfe, kurkumy
a zazvoru.

Tabulka 23: Porovnani antimikrobialniho a antimykotického G¢inku vodnych extraktd vzorkd bylin
a koreni na rtiznych mikroorganismech

vzorek ML SM CG | vzorek ML SM CG
badyan - + + jitrocel - - N
kozinec - - + rakytnik - ++ N
lapacho + - - kopfiva +++ ++ N
lichorefiSnice + + - cesnek N N -
muskatovy ofiSek - - + hfebicek + + ++
oregano + - ++ kurkuma N N +++
pepf ++ - ++ skofice - - +
pomerancova kdra - - + zazvor - - ++

ML Micrococcus luteus - stejny narast jako kontrola

SM Serratia marcescens +  60-90% kontroly

CG Candida glabrata ++ 30-60% kontroly

N nedetekovano +++ 0-30% kontroly
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5.12.2.2 Stanoveni antimikrobialniho a antimykotick ~ ého G ¢inku ¢astic

Antimikrobialni, pfipadné antimykoticky efekt byl stanoven i u raznych typu pfipravenych ¢astic
s enkapsulovanymi extrakty. Inhibiéni efekt vi€i mikroorganismdm byl porovnavan mezi riiznymi typy
Castic (chitosanové c¢astice, liposomy, PHB liposomy) i mezi ¢asticemi srlznymi typy
enkapsulovanych extraktd (vodné, lipidické, ethanolové).

V Tabulce 24 jsou uvedeny vysledky stanoveni antimikrobialniho efektu chitosanovych ¢astic
a liposoml s enkapsulovanymi vodnymi extrakty vzorkd €aju. Z naméfenych dat vyplyva, Zze
enkapsulace do ¢astic zvySuje inhibi¢ni efekt vodnych extrakt (kap. 5.12.2.1, Tabulka 22). Zaroven je
patrné, Ze chitosanové Castice maji vySSi antimikrobialni G¢inek nez liposomy, a to i pres nizsi
enkapsulaéni G¢innosti a horSi stabilitu ¢astic. Tento fakt je pravdépodobné zpUsoben chemickym
charakterem samotného chitosanu. Diky svému kladnému néboji je chitosan schopen interakce se
zaporné nabitou bunécnou sténou a plazmatickou membranou bakterie a zplUsobuje tak pokles
osmotické stability a pfipadné i ztratu intaktnosti membrany a vyliti obsahu bunky do prostfedi.
Chitosan ma navic schopnost vstupovat do jadra bakterii a kvasinek a inhibovat syntézu mRNA
a bilkovin vazbou na mikrobialni DNA [193].

NejvysSi antimikrobidlni potencial proti Serratia marcescens byl zaznamenan u obou typa ¢astic
s enkapsulovanym extraktem bilého ¢&aje a cerveného rooibosu. Na grampozitivni bakterii
Micrococcus luteus mély oba typy ¢astic nulovy nebo minimalni inhibiéni ucinek.

Tabulka 24: Porovnani antimikrobialniho G¢inku chitosanovych a liposomovych ¢astice s vodnymi
extrakty vzorkd

chitosan liposomy

vzorek ML SM ML SM
zeleny Caj + - -
cerny Caj + + -
bily ¢aj + ++ - ++
rooibos ¢erveny + ++ - ++
rooibos zeleny - +
lapacho - -
honeybush + ++ -
guarana + + - -

ML Micrococcus luteus - stejny narlst jako kontrola

SM Serratia marcescens +  60-90% kontroly

++ 30-60% kontroly
+++ 0-30% kontroly

V dalSim testovani byl porovnan antimikrobialni Gcinek liposomu s riznym typem enkapsulovanych
extrakt( (Tabulka 25). Alespon ¢aste¢ny antimikrobiélni efekt byl zaznamenan u vSech typa extraktd,
ve vétSiné pripadd byly etanolové a lipidické extrakty G¢inngjSi nez vodné. VysSi inhibi¢ni efekt vzork
byl opét zaznamenan na grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Mezi vzorky pak nejvyssi inhibiéni
ucinek vykazovaly Castice s extrakty hfebi¢ku, zazvoru, pomerancové kary a kozince.
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Tabulka 25: Porovnani antimikrobialniho G¢inku liposomd s enkapsulovanymi réznymi typy extraktd

vzorek extrakt ML SM vzorek extrakt ML SM
VE + ++ VE ++ +
i muskatovy
badyan EE +++ +++ o EE +++ ++
orisSek
OE +++ ++ OE +++ +++
VE + + VE ++ -
dubova
. EE - ++ oregano EE ++ ++
kira
OE +++ ++ OE ++ ++
VE ++ ++ VE ++ ++
hfebicek EE +++ +++ pepr EE + ++
OE +++ ++ OE +++ +++
VE ++ + L VE ++ ++
_ pomerancova
kozinec EE +++ ++ K EE +++ ++
OE +++ +++ ura OE +++ ++
VE + + VE + ++
lapacho EE +++ ++ skofice EE ++ -
OE +++ ++ OE +++ ++
VE - ++ VE ++ +++
lichorefiSnice EE + ++ zazvor EE ++ ++
OE +++ ++ OE +++ ++
VE - +++ VE - +
kopfiva EE +++ - hefmanek EE ++ -
OE +++ - OE +++ -
VE - ++ VE - +
jetel EE ++ - febficek EE ++ -
OE +++ - OE +++ -

ML Micrococcus luteus

SM Serratia marcescens

S vyuzitim kvasinky Candida glabrata byl

stejny narast jako kontrola
60-90% kontroly
30-60% kontroly

+++ 0-30% kontroly

porovnavan

VE vodny extrakt

EE ethanolovy extrakt

LE lipidicky extrakt

antimykoticky efekt

liposoma

a kombinovanych PHB liposomu s riznym typem enkapsulovanych extraktt (Tabulka 26). Alespor
¢astecnym antimykotickym G¢inkem se vyznacovaly vSechny testované vzorky, vyjma ¢astic s vodnym
extraktem skofice. Z tabulky Ize rovnéz vycist, ze vySSi antimykoticky efekt mély v pfipadé dubové
kiry a oregana vodné extrakty, oproti lipidickym. Zaroveri nebyl vtomto testovani pozorovan
vyznamny rozdil v inhibici kvasinky pfi pouziti klasickych, resp. kombinovanych liposomd.
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Tabulka 26: Stanoveni antimykotického G¢inku liposomd a kombinovanych PHB liposomd

t
vzorek . fyp. extrakt CG vzorek . ,yp. extrakt CG
¢astic castic
l VE t+ i VE ++
iposom iposom
dubova P 4 OE + P y OE +
i oregano
kara PHB VE ++ PHB VE ++
liposomy OE + liposomy OE +
liposom VE ¥ liposom VE ’
o posomy OE 4 . posomy g +
hfebicek skorice
PHB VE + PHB VE -
liposomy OE + liposomy OE +
CG Candida glabrata - stejny nardst jako kontrola VE vodny extrakt
+  60-90% kontroly EE ethanolovy extrakt
++ 30-60% kontroly LE lipidicky extrakt

+++ 0-30% kontroly

5.12.2.3 Stanoveni antimykotického 0  éinku vlaken

Infekce koznich ran vede k prodlouzeni doby potfebné k hojeni. Lokalni aplikace antibiotika
¢i antimykotika prispiva k rychlejsi Iécbé infekce. Latka inhibujici rast mikroorganism muze byt pfimo
impregnovana do obvazového ¢i kryciho materialu. Pouziti nanovldken umoznuje efektivnéjsi dodavku
navazané Ucinné latky v disledku vySsi plochy povrchu nanovldkna [194].

Antimykoticky efekt vlaken s lipidickymi extrakty byl studovan s vyuzitim zkumavkového testu,
presny postup metody je uveden v kap. 4.11.3.1. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 27.

Tabulka 27: Stanoveni antimykotického Ucinku vidken zkumavkovym testem

vzorek vlaken CG
kopfiva -
jetel -
hefmanek -
febficek -
dubova kuara +
skofice ++
hfebicek ++
oregano -
CG Candida glabrata - stejny nardst jako kontrola

+  60-90% kontroly
++ 30-60% kontroly
+++ 0-30% kontroly

U vlaken s lipidickym extraktem z dubové kury, skofice a hfebi¢ku byl pozorovan pokles rdstu
kvasinky pfi kultivaci se vzorkem. Naopak u vldken s lipidickym extraktem z bylinek nebyl
zaznamenan zadny antimykoticky Gcinek vici kvasince Candida glabrata.
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5.13 Stanoveni toxicity ¢astic

Pripravené céastice byly sledovany z hlediska jejich pfipadnych cytotoxickych a genotoxickych
Gcinkd. Pro stanoveni cytotoxicity byly pouzity humanni bunééné kultury. Ke stanoveni genotoxického
Gcinku byl vyuzit modelovy prokaryoticky organismus. Nasledujici kapitoly shrnuji veskeré vysledky
testovani toxicity pfipravenych &astic.

5.13.1 Stanoveni mnoZstvi jednotlivych sloZzek v lip  osomové suspenzi

Pro testovani cytotoxického a genotoxického U€inku zkoumané latky je nutné znat jeji pfesné
slozeni a koncentraci. ProtoZze puvodni liposomova suspenze byla pro testovani toxicity upravena
centrifugovanim a sterilni filtraci, bylo nutné experimentalné stanovit koncentraci jednotlivych
komponent liposomovych a PHB liposomovych ¢astic. Potencialni toxicita testované latky byla poté
vztaZena na lecithin, jakozto hlavni slozku vSech typa &astic.

5.13.1.1 Stanoveni koncentrace slozek prazdnych lip  osom & a PHB liposom

Koncentrace lecithinu v ¢asticovych suspenzich byla stanovena Stewartovou metodou
(kap. 4.12.2.1). Mnozstvi cholesterolu v obou typech suspenzi bylo stanoveno s vyuzitim kapalinové
chromatografie (kap. 4.12.2.3). Koncentrace polyxydroxybutyratu v suspenzi kombinovanych
PHB liposomu byla zjiSténa pomoci plynové chromatografie (kap. 4.12.2.2). VSechna méfeni byla
provedena pétkrat, vysledné primérné hodnoty koncentraci a smérodatné odchylky jsou uvedeny
v Tabulce 28.

Tabulka 28: Experimentalni stanoveni mnoZstvi jednotlivych sloZek ¢astic v ¢asticové suspenzi

vzorek koncentrace jednotlivych sloZek v liposomové suspen zi [pg/mi]
lecithin cholesterol polyhydroxybutyrat

liposomy ‘ 1054 £ 43 97 +13 0

PHB liposomy 678 + 28 64+9 143+14

Aktivni latky enkapsulované v liposomech nejsou pro okolni prostfedi biologicky dostupné, nejprve
musi dojit k jejich uvolnéni. Zaroven je nezbytné predejit predéasnému uvolnéni aktivni latky.
Rychlost uvolnéni aktivnich slouéenin z nosice je klicovym krokem pfi navrhu potravin a kosmetickych
vyrobkl s vylepSenymi vlastnostmi [195].

Liposomy mohou vykazovat uvolfiovani enkapsulované slouceniny jiz bé&hem skladovani.
Inkorporace biodegradabilniho polymeru do struktury liposomu miiZze byt slibnou moznosti zvySeni
jejich stability [30, 196]. Pfitomnost cholesterolu ve fosfolipidové dvojvrstvé také zvySuje rigiditu
membrany. Navic vodikové vazby mezi molekulami cholesterolu a mastnymi kyselinami
fosfatidylcholinu zvySuji stabilitu a mechanickou pevnost liposomui [197]. Ze ziskanych dat a snimku
z kryo-TEM mikroskopie (Obrazek 19) vyplyva, Ze se pfi pfipravé ¢astic s 20% PHB podafilo
inkorporovat polymer PHB do struktury ¢astic. Podle naméfenych hodnot (Tab. 28) Ize také usoudit,
Ze pfi pripravé kombinovanych PHB liposom( zlstava zachovan pomér slozek lecithin-cholesterol,
jako u klasickych liposomu.

85



Obrazek 23: Priprava liposomové suspenze pro testovani cytotoxicity. Vlevo nahore: peleta
liposomd po centrifugaci; vpravo nahore: porovnani liposomové (vlevo) a PHB liposomové
suspenze (vpravo); dole: koncentracni fada liposomové suspenze redéné kultivaénim médiem

5.13.1.2 Stanoveni koncentrace lecithinu v suspenzi  ch liposom & s enkapsulovanou
aktivni latkou

U vzorku liposomU s enkapsulovanou aktivni latkou byla rovnéz stanovena koncentrace lecithinu
ve finalni ¢asticové suspenzi pouzité pro testovani toxicity. Koncentrace polyfenolld v jednotlivych
vzorcich byla vypoétena zvysledkl stanoveni mnozZstvi polyfenoll v extraktech a stanoveni
enkapsulaéni G¢innosti pro dané liposomy. Vysledky pridmérnych hodnot koncentrace lecithinu
a smérodatné odchylky ze tfi stanoveni a také vypocétené koncentrace polyfenoll jsou uvedeny
v Tabulce 29.
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Tabulka 29: Experimentalni stanoveni mnozstvi lecithinu v ¢asticovych suspenzich a vypocétené
maximalni mnoZzstvi enkapsulovanych polyfenold

vzorek typ vzorku koncentrace maximalni teoreticka koncentrace
lecithinu [pug/ml] polyfenol & v suspenzi [mg/ml]
dubova kdra VE 957,5 + 38,3 0,86
LE 660,0 + 26,4 1,31
hfebicek VE 600,0 + 24,5 1,64
LE 327,5+13,1 3,34
zazvor VE 1107,5 + 88,6 0,48
LE 875,0+70,1 1,99
skofice VE 829,3 £ 66,3 0,66
LE 415,0 + 20,8 2,74
oregano VE 785,0 £ 39,3 1,42
LE 720,0 £ 36,0 1,67
kopfiva VE 1307,7 £ 143,9 0,08
LE 903,5+99,4 0,91
jetel VE 756,7 + 83,2 0,41
LE 463,0+£43,1 0,69
hefméanek VE 1084,9 £ 75,9 0,21
LE 533,8+37,4 0,62
febficek VE 846,5 £ 59,3 0,22
LE 516,5 + 25,8 0,42
rooibos liposomy 414,6 £ 16,6 1,81
PHB liposomy 811,1 +40,6 2,42
matcha liposomy 725,6 + 36,3 1,93
PHB liposomy 572,7 + 28,6 0,27
fenykl liposomy 314,4 + 15,7 0,28
PHB liposomy 427,6 £ 25,7 0,14
echinacea liposomy 282,4+31,1 0,26
PHB liposomy 339,5+20,4 0,21
mrkev liposomy 580,4 + 23,2 0,01
PHB liposomy 660,8 + 39,7 0,01
lesni plody liposomy 615,0 £ 30,7 0,10
PHB liposomy 712,6 + 35,6 0,06

Experimentalné stanovena koncentrace lecithinu se u liposomovych ¢astic pohybovala v rozmezi
pfiblizné 300-1300 pug/ml suspenze. U PHB ¢&astic se pak jednalo o rozmezi koncentraci pfiblizné
300-850 pg/ml suspenze. Vysoky rozptyl hodnot je zplsoben ztratami pfi nahrazeni novym tekutym
médiem po centrifugaci a také pfi sterilni filtraci.
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5.13.2 Stanoveni cytotoxicity = €astic

Liposomy jsou obecné povazovany za farmakologicky neutralni nosi¢e s minimalni toxicitou
i vzhledem ke svému slozeni, sestavaji pouze z pfirodnich fosfolipidu. Pfidavek dalSich komponent do
struktury liposomu dokaze zlepSit jejich mechanické vlastnosti, avSak muaze také indukovat vznik
imunitni odpovédi organismu a predstavovat potencidlni riziko. Posouzeni bezpeénosti a stanoveni
pfipadnych rizik je proto nezbytnym krokem vyvoje kazdého nového typu nosie aktivnich latek [29,
198].

Cytotoxicita vSech liposom0 i PHB liposom{ byla stanovena s vyuzitim dvou typa lidskych
bunéénych kultur: HEK bunék a linie HaCaT (obrazek 24). Pro testovani toxicity byly pouzity dvé
rizné metody zamérené na metabolickou aktivitu bunék (MTT test a Alamar Blue test) a jedna metoda
sledujici intaktnost plazmatické membrany (LDH test). Pro zisk dalSich informaci o pusobeni
¢éasticovych suspenzi na buriky bylo vyuzito sledovani produkce prozanétlivych cytokinu IL-8.

¥ - r .I""‘ 1 Y = il -
Obrazek 24: Nardst HEK (nahofe) a HaCaT (dole) bunék. Snimky kultury vzdy tfeti den
po rozmrazeni (vlevo) a Sesty den po rozmrazeni (vpravo). ZvétSeno 100x.
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5.13.2.1 Srovnani toxicity prazdnych liposom & a PHB liposom & na HEK bu fikach

Toxicita liposom( a PHB liposomu byla porovnana s vyuzitim MTT testu na lidskych epidermalnich
keratinocytech. Provedeni testu je uvedeno vkap. 4.12.3.3. Obé cCéasticové suspenze byly pro
stanoveni toxicity nafedény kultivaénim médiem na celkovy objem 100 ul pfidany k burikdm. Finalni
koncentrace jednotlivych slozek €asticovych suspenzi jsou uvedeny v Tabulce 30. Mnozstvi lecithinu,
cholesterolu a PHB bylo pro jednotlivé objemové koncentrace vypoéteno z experimentalné
stanovenych koncentraci v ¢asticovych suspenzich (Tabulka 28). Testované koncentra¢ni rozmezi

kultivacniho média. Koncentrace 0,28 % obj. byla experimentalné ovéfena jako netoxicka.

Tabulka 30: Vypocétené mnozZstvi jednotlivych sloZek v fedénich pouzitych v cytotoxickych testech

objemové mnozstvi slozky [pg]

koncentrace liposomy PHB liposomy

castic lecithin cholesterol PHB lecithin cholesterol PHB
0.00 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00
0.04 4.22 0.39 - 2.71 0.26 0.57
0.08 8.43 0.78 - 5.42 0.51 1.14
0.12 12.65 1.16 - 8.14 0.77 1.72
0.16 16.86 1.55 - 10.85 1.02 2.29
0.20 21.08 1.94 - 13.56 1.28 2.86
0.24 25.30 2.33 - 16.27 1.54 3.43
0.28 29.51 2.72 - 18.98 1.79 4.00

Mitochondrialni aktivita bunék kultivovanych s testovanymi ¢asticemi po dobu 24 hodin byla
porovnana s hodnotou aktivity kontroly (bunky kultivované pouze v médiu). Vysledky shrnuje Graf 14.
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% liposomy

100 7 oo # PHB liposomy
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viabilita bunék [% kontroly]

20 -

kontrola 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24
objemova koncentrace
Graf 14: Viabilita HEK bunék po expozici liposomovym a PHB liposomovym ¢asticim stanovena
pomoci MTT testu. Data jsou vyjadfena jako prdmérna hodnota ze tfi méreni.
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Z vysledkl vyplyva, Ze mitochondrialni aktivita bunék kleséd se vzristajici koncentraci obou typu
¢éstic, v celém rozsahu koncentraéniho rozmezi vSak viabilita neklesa pod 50% inhibice. Z Grafu 14
Ize rovnéz vycist téméF zanedbatelny rozdil v toxickém efektu liposomi a kombinovanych PHB
liposoma.

K porovnani toxicity liposomovych a PHB liposomovych c¢astic bylo vyuZzito také LDH testu
(kap. 4.12.3.5). Vysledky testovani jsou zobrazeny v Grafu 15.
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Graf 15: Cytotoxicita vyjadfena jako aktivita laktatdehydrogenasy v médiu po expozici HEK bunék
liposomovym a PHB liposomovym ¢asticim. Pozitivni kontrolou byly burky kultivované
se 40% ethanolem, negativni kontrolou buriky kultivované pouze v médiu. Data jsou vyjadfena jako
prdmérna hodnota ze tfi méreni.

LDH test je zaméFen na sledovani aktivity laktatdehydrogenasy. Tento cytoplazmaticky enzym je
v pfipadé posSkozeni cytoplazmatické membrany vlivem toxického ¢&inidla uvolfiovan do kultivaéniho
média.

Z Grafu 15 Ize vycist, Zze zadny z vzorka nezpusoboval poskozeni plazmatické membrany HEK
bunék, vyjma nejvysSi testované koncentrace liposomud. Tento vysledek koresponduje s vysledky
stanoveni MTT testu.
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5.13.2.2 Srovnani toxicity prazdnych liposom & a PHB liposom & na HaCaT bu fikach

DalSi porovnani toxicity liposomu a PHB liposomu bylo porovnana s vyuzitim Alamar Blue testu na
linii bunék HaCaT. Postup metody je uveden v kap. 4.12.3.4. ZjiSténd metabolicka aktivita bunék
kultivovanych s testovanymi ¢asticemi po dobu 24 hodin byla opét porovnana s hodnotou aktivity
kontroly (buriky kultivované pouze v médiu). Vysledky testovani shrnuje Graf 16.
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Graf 16: Viabilita HaCaT bunék po expozici liposomovym a PHB liposomovym ¢asticim stanovena
pomoci Alamar Blue testu. Data jsou vyjadfena jako prdmérna hodnota ze tfi méreni.

Z grafu 16 Ize vycCist, Ze oba typy €asticovych suspenzi vyrazné nesnizovaly metabolickou aktivitu
HaCaT bunék a proto je mozné €éastice povazovat za netoxické pro tento typ bunék. Rovnéz v grafu
nejsou patrné vyrazné rozdily mezi toxicitou liposom( a PHB liposomu. Testované ¢astice se tedy
v danych koncentracich jevi jako netoxické pro oba pouzité typy bunék.

Toxicita obou typu Castic byla i tentokrat ovéfena s vyuzitim LDH testu. Vysledky méfeni jsou
znéazornény v Grafu 17.

Testovani produkce laktatdehydrogenasy do kultivaéniho média potvrdilo minimalni toxicitu obou
typl Castic. Hodnoty aktivity enzymu jsou v obou pfipadech blizké hodnoté naméfené u kontrolnich
bunék.
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Graf 17: Cytotoxicita vyjadfena jako aktivita laktat dehydrogenasy v médiu po expozici HaCaT
bunék liposomovym a PHB liposomovym ¢asticim. Pozitivni kontrolou byly buriky kultivované

s 40% ethanolem, negativni kontrolou buriky kultivované pouze v médiu. Data jsou vyjadrena jako
prdmérna hodnota ze tfi méreni.

Soucasti testovani toxického ucinku obou typu ¢€astic na linii HaCaT bylo i sledovani produkce
prozanétlivych cytokinud, indukovanych pusobenim liposomu. Pro testovani bylo vyuzito komeréniho
kitu Human Cytokine Assay, BioRad, podle instrukci vyrobce (kap. 4.12.3.6). Experiment byl proveden
metodou Bio-Plex, kterd umoznuje sou¢asnou detekci vice analytd v jediném vzorku.

V bunécnych supernatantech z testu Alamar Blue byl sledovan vyskyt prozanétlivych cytokinG IL-6
a IL-8. Zjisténé hodnoty hladin cytokinu IL-6 byly pod detekénim limitem pouzité metody. Vysledné
hodnoty produkce cytokinu IL-8 po kultivaci bunék s testovanymi ¢asticemi jsou uvedeny v Grafu 18.

PFi kultivaci HaCaT bunék se suspenzi liposomu doslo k vyrazné produkci prozanétlivého cytokinu
IL-8 ve vSech testovanych koncentracich. Naproti tomu u testovani PHB liposomud byly zjisténé
podobné hodnoty produkovaného IL-8 jako u kontroly. Z toho Ize usuzovat, Ze inkorporace PHB
do struktury liposomovych ¢astic mize mit za nasledek snizeni prozanétlivé reakce bunék pfi kultivaci
s liposomy.
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Graf 18: MnoZstvi prozanétlivého cytokinu IL-8 produkované HaCaT burikami po expozici
liposomovym a PHB liposomovym ¢asticim

Toxicky efekt liposom( i nového typu kombinovanych PHB liposomu byl ovéfen na dvou typech
lidskych bunéénych kultur. Testovani prokdzalo minimélni vliv ¢astic na viabilitu a inaktnost
plazmatické membrany obou typ bunék.

Zkouméani uc¢inkd suspenze liposomu a kombinovanych PHB liposomd uk&zalo, Ze spojeni
fosfolipidu s polymerem PHB nezplsobuje vyrazné vySSi hladinu cytotoxicity (testy MTT/Alamar Blue,
LDH) na lidskych koznich bufikach. Novy typ kombinovanych ¢astic mize byt tedy pouzit jako aktivni
nosice jak pro hydrofobni, tak pro hydrofilni aktivni slozky, jako jsou antioxidanty, komplexni pFirodni
extrakty, antimikrobiélni ¢inidla a mnoho dalSich.

Nanocastice jsou také znamé svou schopnosti indukovat produkci prozanétlivych cytokin [199].
Tento zanét muze vyvolat fadu nasledujicich nezadoucich procesl (napf. genotoxicitu, bunécnou
smrt). Produkce cytokin IL-8 byla pouzita jako marker zanétu indukovaného liposomy. Navzdory
relativné nizké toxicité byly u liposomovych ¢astic pozorovana vysoka hladina produkce IL-8 proteinu.
Nicméné nové navrzené PHB-liposomové c&astice nevedly k vyznamnému zvySeni produkce IL-8
ve srovnani s kontrolou. Toto zékladni vySetfeni potvrdilo, Ze pfidavek PHB muze vést k podstatnému
snizeni prozanétlivého ucinku liposoma.
5.13.2.3 Stanoveni toxicity liposom & s raznymi typy enkapsulovanych extrakt & na HEK

bu fikach

Lidské epidermalni keratinocyty HEK byly nasledné vyuzity pro testovani toxicity liposomu
s enkapsulovanou aktivni latkou. Porovnany byly liposomy s vodnymi a lipidickymi extrakty z dubové
kary, hfebicku, skofice, zazvoru a oregana. VSechny ¢asticové suspenze byly pro stanoveni toxicity
naredény kultivaénim médiem na celkovy objem 100 pl pfidany k bufikam. Finalni koncentrace
v jednotlivych objemovych koncentracich lecithinu jsou uvedeny v Tabulce 31. Koncentraéni rozmezi
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testovanych latek bylo navrzeno stejné jako u prazdnych liposomovych ¢€astic (kap. 5.13.2.1). Hodnoty
byly vypoéteny z experimentalné stanovenych koncentraci v ¢asticovych suspenzich (Tabulka 29).

Tabulka 31: Vypoctena koncentrace lecithinu v jednotlivych fedénich pouzitych v MTT testech

obj. koncentrace lecitinu [ pg/ml]

konc. hrebicek oregano sko fice dubova k dra zazvor
castic VE LE VE LE VE LE VE LE VE LE
0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,04 24,0 13,1 31,4 28,8 33,2 16,6 38,3 26,4 44,3 35,0
0,08 48,0 26,2 62,8 57,6 66,3 33,2 76,6 52,8 88,6 70,0
0,12 72,0 39,3 94,2 86,4 99,5 49,8 114,9 79,2 1329 105,0
0,16 96,0 52,4 125,6 115,2 | 1327 66,4 153,2 105,6 | 177,2 140,0
0,20 120,0 65,5 157,0 144,0 | 1659 83,0 191,5 132,0 | 2215 175,0
0,24 144,0 78,6 188,4 172,8 | 199,0 99,6 229,8 158,4 | 2658 210,0
0,28 168,0 91,7 219,8 2016 | 232,2 116,2 268,1 184,8 | 310,1 245,0

VE vodny extrakt LE lipidicky extrakt

Toxicita byla sledovana jako pokles mitochondridlni aktivity bunék kultivovanych s ¢asticemi po
dobu 24 hodin v porovnani s kontrolou (mitochondridlni aktivita bunék kultivovanych pouze
v bunééném médiu). VSechny vzorky byly proméfeny nejméné tfikrat, primérné hodnoty méreni jsou
zobrazeny v Grafech 19 a 20.
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Graf 19: Viabilita HEK bunék po expozici liposomum s enkapsulovanymi vodnymi extrakty

ruznych typd vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadrena jako prdmeérna hodnota
ze tfi méreni. Vysvétleni zkratek je uvedeno u Tab. 31.
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Z vysledkl je zfejmé, Ze vSechny testované liposomy vyjma vzorku s vodnym extraktem z&zvoru
Ize vtestovaném koncentraénim rozmezi povazovat za netoxické. Hodnota inhibice metabolické
aktivity neklesla pod 50% kontroly [200]. Liposomy s vodnym extraktem zézvoru se od objemové
koncentrace 0,12 jevi jako mirné toxické (Graf 19).

U liposom( s lipidickymi extrakty byl zaznamenan vyraznéjSi pokles metabolické aktivity bunék
ve srovnani s kontrolou (Graf 20). Vzorek liposomu s lipidickym extraktem z hfebi¢ku se i vtomto
pfipadé jevi od objemové koncentrace 0,12 jako toxicky. Na hranici toxicity se od koncentrace 0,24
pohybuiji i liposomy s lipidickymi extrakty z hfebi¢ku, skofice a oregana. Celkové lze Fict, Ze liposomy
s lipidickou aktivni slozkou ovliviuji metabolickou aktivitu HEK bunék vyraznéji, nez liposomy
s vodnymi extrakty, vyjimku tvofi pouze vzorek dubové kury. Z méfeni celkového obsahu
polyfenolickych latek a enkapsulaéni U€innosti vyplynulo, Ze liposomy s lipidickymi extrakty oregana,
skofice, hfebicku i zazvoru obsahuji vyrazné vySSi mnozstvi aktivnich latek nez liposomy s vodnymi
extrakty, coz muZze negativné ovlivnit viabilitu testovanych bunék. Navic byly lipidické extrakty
z materialu ziskany metodou dle Folche, ktera vyuziva toxicka organicka rozpoustédla. Pro vyuZziti
v potravinach ¢i kosmetice je nutné testovat liposomy pfipravené s vyuzitim GRAS rozpoustédel.
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Graf 20: Viabilita HEK bunék po expozici liposomum s enkapsulovanymi lipidickymi extrakty
ruznych typd vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadrena jako prdmeérna hodnota
ze tfi méreni. Vysvétleni zkratek je uvedeno u Tab. 31.
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5.13.2.4 Stanoveni toxicity liposom & s rdznymi typy enkapsulovanych extrakt &
na HaCaT bu rikach

Vzhledem k tomu, Ze k posouzeni cytotoxicity se obvykle pouzivaji mnohocetné tzv. bateriové
testy, pro sledovani toxického Gc€inku pfipravenych ¢asticovych suspenzi byla vyuZita i linie
imortalizovanych keratinocytll HaCaT. Na téchto burikach byla porovnana toxicita liposomu0 s vodnymi
a lipidickymi extrakty z kopfivy, hefmanku, jetele a febficku. VSechny Casticové suspenze byly
pro stanoveni toxicity nafedény kultivaénim médiem na celkovy objem 100 pl pfidany k bunkam.
Finalni koncentrace v jednotlivych objemovych koncentracich lecithinu jsou uvedeny v Tabulce 32.
Hodnoty byly vypocéteny z experimentalné stanovenych koncentraci v ¢asticovych suspenzich
(Tabulka 29).

Tabulka 32: Vypoctena koncentrace lecithinu v jednotlivych fedénich pouzitych v MTT testech

objm. koncentrace lecitinu [ pg/ml]

konc. rebricek jetel kop fFiva heFmanek

Castic VE LE VE LE VE LE VE LE

0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,04 33,9 20,7 30,3 18,5 52,3 36,1 43,4 21,4
0,08 67,7 41,3 60,5 37,0 104,6 72,3 86,8 42,7

0,12 101,6 62,0 90,8 55,6 156,9 108,4 130,2 64,1
0,16 135,4 82,6 121,1 74,1 209,2 1446 173,6 85,4
0,20 169,3 103,3 | 151,3 92,6 261,5 180,7 217,0 106,8
0,24 203,2 1240 | 181,6 111,1 | 313,8 216,8 260,4 128,1
0,28 237,0 1446 | 2119 1296 | 366,2 253,0 303,8 149,5

VE vodny extrakt LE lipidicky extrakt

Toxicky u€inek liposoml byl vyjadien jako pokles metabolické aktivity bunék po kultivaci
s ¢asticemi ve srovnani s kontrolou. Experiment byl proveden metodou MTT testu uvedenou v kapitole
4.12.3.3). VSechny vzorky byly proméfeny tfikrat a vysledky jsou uvedeny jako pramérné hodnoty
v Grafech 21 a 22.

Z vysledkl vyplyva, Ze z testovanych ¢astic méa nejvyssi vliv na metabolickou aktivitu bunék extrakt
z hefmanku, a to vodny i lipidicky. V obou pfipadech se liposomy s hefmankem jevi jako cytotoxické
jiz od hodnoty objemové koncentrace 0,12. VSechny ostatni liposomy s vodnymi extrakty se pohybuiji
na hranici toxicity od hodnoty koncentrace 0,16.

Naopak jako zcela netoxické lze vyjma nejvySSi testované koncentrace prohlasit liposomy
s lipidickym extraktem z kopfivy a jetele. Liposomy s lipidickym extraktem z febficku maji stejné jako
vzorky hefmanku vliv na metabolickou aktivitu bunék HaCaT jiz od koncentrace 0,12.
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Graf 21: Viabilita HaCaT bunék po expozici liposomdm s enkapsulovanymi vodnymi extrakty
ruznych typd vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadrena jako prdmeérna hodnota
ze tfi méreni. Vysvétleni zkratek je uvedeno u Tab. 32.
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Graf 22: Viabilita HaCaT bunék po expozici liposomdm s enkapsulovanymi lipidickymi extrakty
rdznych typt vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadfena jako prdmérna hodnota
ze tfi méreni. Vysvétleni zkratek je uvedeno u Tab. 32.
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5.13.2.5 Porovnani cytotoxicity liposom ¢ a PHB liposom & s rdznymi typy
enkapsulovanych extrakt o

Bunécéna linie HaCaT byla pouzita pro stanoveni toxického G€inku nového typu kombinovanych
PHB liposom( a srovnani s klasickymi liposomy. Testovany byly liposomy a PHB liposomy s vodnymi
extrakty z rooibosu €erveného, matchy, echinacey, fenyklu, smési lesnich plodd a mrkve. VSechny
Céasticové suspenze byly pro stanoveni toxicity nafedény kultivaénim médiem na celkovy objem 100 pl
pfidany k burikdm. Finalni koncentrace v jednotlivych objemovych koncentracich lecithinu jsou
uvedeny v Tabulce 33. Hodnoty byly vypocéteny z experimentalné stanovenych koncentraci
v ¢asticovych suspenzich (Tabulka 29).

Tabulka 33: Vypoctena koncentrace lecithinu v jednotlivych fedénich pouzitych
v cytotoxickych testech

objm. koncentrace lecithinu [ pg/ml

konc. fenykl rooibos €erveny lesni plody

castic liposomy PHB lipo liposomy PHB lipo liposomy PHB lipo
0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,04 12,6 17,1 16,6 32,4 24,6 28,5
0,08 25,2 34,2 33,2 64,9 49,2 57,0
0,12 37,7 51,3 49,8 97,3 73,8 85,5
0,16 50,3 68,4 66,3 129,8 98,4 114,0
0,20 62,9 85,5 82,9 162,2 123,0 142,5
0,24 75,5 102,6 99,5 1947 147,6 171,0
0,28 88,0 119,7 116,1 227,1 172,2 199,5
objm. koncentrace lecithinu [ pg/ml

konc. echinacea matcha mrkev

castic liposomy PHB lipo liposomy PHB lipo liposomy PHB lipo
0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,04 11,3 13,6 29,0 22,9 23,2 26,4
0,08 22,6 27,2 58,0 45,8 46,4 52,9
0,12 33,9 40,7 87,1 68,7 69,6 79,3
0,16 45,2 54,3 116,1 91,6 92,9 105,7
0,20 56,5 67,9 145,1 114,5 116,1 132,2
0,24 67,8 81,5 174,1 137,4 139,3 158,6
0,28 79,1 95,1 203,2 160,4 162,5 185,0

Toxicita byla vyjadfena jako pokles mitochondridlni aktivity bunék po kultivaci s ¢asticemi
ve srovnani s kontrolou. Pro stanoveni vyuzit MTT test, postup je uveden v kapitole 4.12.3.3).
VSechny vzorky byly proméfeny tfikrat a vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty
v Grafech 25 a 26.
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Graf 23: Viabilita HaCaT bunék po expozici liposomdm s enkapsulovanymi vodnymi extrakty
rdznych typt vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadfena jako prdmérna hodnota
ze tfi méreni.
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Graf 24: Viabilita HaCaT bunék po expozici PHB liposomdm s enkapsulovanymi vodnymi extrakty

rdznych typt vzorkd stanovena pomoci MTT testu. Data jsou vyjadfena jako prdmérna hodnota
ze tfi méreni.
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U zadného ze vzorkd klasickych liposomu nebyl pozorovan vyznamny vliv na metabolickou aktivitu
bunék HaCaT v porovnani s kontrolou (hodnota inhibice nepfekrocila 50%). Vyjjimku tvofila pouze
nejvyssi objemova koncentrace liposomu s extraktem z mrkve.

Naproti tomu kombinované PHB liposomy vykazovaly vyraznéjSi vliv na aktivitu mitochondrii
v bunkach HaCaT. PHB liposomy s vodnymi extrakty z matchy, echinacey a lesnich plodud ovlivhovaly
viabilitu bunék od objemové koncentrace 0,24, v nizSich hodnotach plsobily netoxicky. Vzorky PHB
liposom( s rooibosem a fenyklem vyznamné snizovaly viabilitu HaCaT bunék jiz od objemové
koncentrace 0,20. Stejné jako v pfipadé obycejnych liposom(, i vzorek PHB ¢astic s vodnym
extraktem z mrkve byl stanoven jako nejvice toxicky. Vzhledem k minimalnimu experimentéalné
stanovenému mnozZstvi aktivni latky lze zjiSténou toxicitu vysvétlit pravdépodobnou pfitomnosti
pesticidd na pouzitém vzorku mrkve.

Ze srovnani klasickych liposomud a nového typu PHB ¢&astic s enkapsulovanymi extrakty lze fici,
Zze kombinované PHB liposomy maji vyznamnéjSi vliv na mitochondrialni aktivitu HaCaT bunék
od objemovych koncentraci 0,20 v kultivaénim médiu. Do této hodnoty je Ize prohlasit za netoxické.
Enkapsulace aktivni latky do PHB liposomu podle zjiSténych vysledk( maze zvySovat inhibicni G¢inek
na viabilitu HaCaT bunék, oproti kultivaci s prazdnymi PHB liposomy (kap. 5.13.2.2).

Pro doplnéni byl pro srovnani toxického Gc€inku liposomu a kombinovanych liposom( vyuzit jesté
dalSi typ testu, tzv. LDH test. Vtomto experimentu byl sledovano plsobeni testovanych c¢astic
na intaktnost plazmatické membrany bunék HaCaT. Pomoci kolorimetrického stanoveni byla
stanovena aktivita cytosolického enzymu laktatdehydrogenasy uvolnéného do kultivaéniho média.
Postup metody je uveden v kapitole 4.12.3.5. VSechny vzorky byly proméfeny nejméné tfikrat,
vysledky stanoveni jako primerné hodnoty jsou uvedeny v Grafech 25 a 26.

Z vysledk(i LDH testu vyplyva, Ze testované liposomy nemaji Zzadny vliv na intaktnost plazmatické
membrany HaCaT bunék. Aktivita laktatdehydrogenasy v médiu po kultivaci s ¢asticemi dosahovala
stejnych anebo nizZSich hodnot jako aktivita enzymu produkovaného kontrolnimi bunkami. VSechny
testované liposomoveé Castice s enkapsulovanymi extrakty je tedy v daném koncentrac¢nim rozmezi
mozné prohlasit za netoxické pro HaCaT buniky.

Ani v pfipadé PHB liposomud nebyl pozorovan vliv testovanych ¢astic na intaktnost plazmatické
membrany HaCaT bunék. Vyznamny narlQst aktivity LDH enzymu byl zjiStén pouze u nejvyssi
koncentrace vzorky obsahujiciho extrakt z mrkve. Tuto skuteénost lze vysvétlit vySe zminénou
pritomnosti pesticid ve vzorku.

Z vysledkd stanoveni pomoci LDH testu lze prohlasit G€inek liposomG a PHB na intaktnost
bunééné membrany za srovnatelny. Ani jeden ze vzorkd se za danych podminek testu neprojevoval
jako cytotoxicky.
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Graf 25: Aktivita LDH v médiu po expozici HaCaT bunék liposomdm s enkapsulovanymi vodnymi
extrakty raznych typd vzorkd. Pozitivni kontrola - buriky kultivované s 40% ethanolem, negativni

kontrola - buriky kultivované pouze v médiu Data jsou vyjadrena jako pradmér ze 3 méfeni.
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Graf 26: Aktivita LDH v médiu po expozici HaCaT bunék PHB liposomdm s enkapsulovanymi
vodnymi extrakty rdznych typd vzorkd. Pozitivni kontrola - buriky kultivované s 40% ethanolem,
negativni kontrola -buriky kultivované pouze v médiu.Data jsou vyjadrena jako pradmér ze 3 méreni.
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5.13.3 Stanoveni genotoxického U €inku na modelovém organismu

Genotoxicky efekt pfipravenych ¢&asticovych suspenzi byl sledovan s vyuZzitim geneticky
modifikované bakterie E.Coli jako modelového organismu. Test byl proveden pomoci komeréniho kitu
EBPI SOS Chromotest™.

Jako pozitivni kontrola slouzil roztok standardniho mutagenu 4-NQO v 10% DMSO
v koncentraénim rozmezi 0,08-10 pg/ml. Negativni kontrolou byla pouZita rozpoustédla (10% DMSO
a voda).

VSechny liposomové suspenze byly podle instrukci kitu testovany ve c¢&tyfech rliznych
koncentracich vzniklych dvojkovym Fedénim plvodni liposomové suspenze pouZité pro testy
cytotoxicity. Vzorky byly fedény destilovanou vodou na nasledujici hodnoty objemové koncentrace:
0,500; 0,250; 0,125; 0,063.

Genotoxicky potencial byl hodnocen u vSech vzorku, které byly podrobeny cytotoxickym testam.
Testovany byly prazdné liposomy i PHB liposomy, liposomy s enkapsulovanym vodnym i lipidickym
extraktem z dubové kiry, hfebic¢ku, skofice, oregana, zazvoru, hefmanku, jetele, kopfivy a febFicku.
Rovnéz byly testovany liposomy i PHB liposomy s enkapsulovanym vodnym extraktem z matchy,
rooibosu, echinacey, fenyklu mrkve a smési lesnich plodu.

Pro hodnoceni genotoxického potencialu testované latky slouzi SOS- indukéni faktor (SOSIF). Ten
byl pro kazdy vzorek vypocten podle nasledujiciho vzorce:

(OD63O><) / (OD405><)
SOSIF = { ‘
bD630,negative )/ bD405 1 negative )

(5.1)

kde ODgzox @ OD4osx jSOU absorbance testovaného vzorku pfi dané koncentraci a ODg3o, negative
a ODygs, negative jSOU hodnoty absorbanci negativni kontroly.

Podle obecné klasifikace je vzorek povazovan za negenotoxicky pfi SOSIF < 1,5, jako neprikazné
toxicky pfi SOSIF = 1,5-2,0 a jako genotoxicky a vhodny pro dalSi testovani, pokud dosahuje hodnot
SOSIF > 2,0.

VSechny testované vzorky liposomd a PHB liposoml s riznymi enkapsulovanymi extrakty mély
pfi testovanych koncentracich hodnotu SOSIF menSi nez 1,5 a mohou tedy byt povazovany
za negenotoxické.

5.14 Stanoveni toxicity vliaken

U pfipravenych PHB vlaken byl orientacné sledovan pfipadny cytotoxicky G€inek na buriky HEK a
HaCaT. Pro testovani byl vyuzit modifikovany postup MTT testu (kap. 4.13.1.2). Samotna PHB vlakna
byla testovana s vyuzitim obou bunéénych kultur, toxicita viaken s lipidickymi extrakty byla sledovana
na linii HaCaT. K testovani byl vzdy pouzit 1 cm® vlakenné textilie. ProtoZe vak jednotlivé textilie
nemély stejnou tloustku, pro dplnost jsou v Tabulce 34 uvedeny hmotnosti jednotlivych vzorki.
VSechny vzorky byly testovany dvakrat, v Grafu 27 jsou zobrazeny pramérné hodnoty z obou méfeni.
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Tabulka 34: Velikost a hmotnost jednotlivych vzorkd viaken pouZzitych pro testovani cytotoxicity

vzorek velikost hmotnost
¢ista vlakna (HEK) 1cm? 2,2 mg
gista vlakna (HaCaT) 1cm? 1,1mg
vlakna s LE z kopfivy 1cm? 3,1mg
vlakna s LE z jetele 1cm? 8,6 mg
vldkna s LE z hefrmanku 1cm? 8,3 mg
vlakna s LE z febficku 1 cm? 10,9 mg
AAQ  mmmm e
120
=
© 100 _— e
pd
=1
£
& 8 ' ®H B B -
o
R R R e e B s -
=
=
£ 40 - - - - - - --
=
-]
S 20 - - -
U T T T T
kontrola  Cista vldkna vldkna vldkna vldkna vldkna
kopfiva jetel hefmanek  febfitek

O HEK WHaCaT

Graf 27: Viabilita HEK a HaCaT bunék po kultivaci s rdznymi vzorky PHB vidken

Z Grafu 27 vyplyva, Ze polyhydroxybutyratova viakna nejsou v daném mnozstvi toxicka pro bunky
HEK ani pro linii HaCaT. Vyznamny pokles viability bunék HaCaT vzhledem ke kontrole nebyl
zaznamenan ani pfi testovani vldken s lipidickymi extrakty. Za danych podminek testu Ize tedy
vSechny vzorky vldken povazovat za netoxické. Testovani toxicity viaken bude vyzadovat dalsi
optimalizaci podminek testd a pfipravy materialu.
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6 ZAVER

Predlozend dizertacni prace je zaméfena na pfipravu kombinovanych preparéat s pfirodni aktivni
slozkou ve formé nanocastic a nanovlaken. Moderni typy aplikacnich forem byly pfipraveny
z biomateriald na bazi jednoho ¢i vice pfirodnich polymerG. Aktivni slozkou preparatl byly smési
nizkomolekularnich latek ziskané extrakci z pfirodnich zdrojl. Pfipravené castice a vladkna byly
charakterizovany z hlediska jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. U funkcionalizovanych preparétt
byl také stanoven jejich antioxida¢ni a antimikrobialni G¢inek. Bezpecnost novych aplikacnich forem
byla ovéfena s vyuzitim cytotoxickych a genotoxickych testd. Hlavnim zamySlenym vyuZzitim
pfipravenych preparatl je aplikace v potravinarskych a kosmetickych vyrobcich.

V Gvodni Casti prace byla pfipravena fada raznych typ0 extraktl pfirodnich zdroju s vysokym
obsahem antioxidantd. Jako zdroje aktivnich latek byly na zakladé dostupnych literarnich Gdajl
zvoleny vzorky raznych typ( €aji a kar, bylin, kofeni a také vzorky ovoce a zeleniny. Extrakty riznych
vzorkl byly charakterizovany z hlediska obsahu polyfenolt, flavonoid( a celkové antioxidacni aktivity.
Rovnéz byl sledovan vliv rozpoustédla na celkovy obsah antioxidantl v extraktu. Bylo zjiSténo, Ze
extrakty s nejvétSim mnozstvim polyfenoll byly pfipraveny modelové Folchovou metodou. Vhodnym
rozpouStédlem pro zisk polyfenolickych latek je také voda. Niz§i obsah polyfenold byl naméfen
v extraktech ziskanych pfi pfimém pouziti organickych rozpousStédel methanolu a dimethylsulfoxidu.
Celkova antioxida¢ni aktivita extraktd byla vzdy nejvySSi u vodnych extraktl. Na zakladé téchto
zjisténi byly dale pro pfipravu kombinovanych preparatl nejcastéji vyuzivany vodné extrakty zdrojl
antixodant(l, v nékterych pfipadech lipidické. Pro pfipadné komeréni vyuziti by bylo pro pfipravu
extrakt( potfeba otestovat pouziti GRAS rozpoustédel (hexan, ethanol).

Ziskané extrakty byly pouzity pro pfipravu ¢astic s enkapsulovanou aktivni slozkou. Byly pfipraveny
celkem tfi rizné typy Castic: polysacharidové ¢astice z polymeru chitosanu, dale liposomy a také novy
typ kombinovanych liposom0 s polymerem PHB. VSechny typy &astic byly pfipraveny ultrasonifikaci.

Tato metoda se jevi jako nevhodna pro piipravu chitosanovych &astic. Uginnost enkapsulace
do chitosanovych ¢&astic byla u poloviny vzorkG témér nulova. Velikost pfipravenych castic se
pohybovala vFadech mikrometri a zfejmé dochazelo k jejich agregaci. Z vysledk(l stanoveni
elektrokinetické stability pomoci zeta potencialu také vyplyva, Ze pfipravené chitosanové castice
vykazuji nizkou stabilitu. Kvali své velikosti neni tento typ Castic vhodny pro pouziti v kosmetice.
Nékteré stabilngjsi vzorky mohou nalézt uplatnéni pfi aplikaci do napojli a potravin, napf. jako
zdravéjSi forma kapsli v modernim napoiji typu ,bubble tea"“.

Liposomové ¢astice pfipravené metodou ultrasonikace vykazovaly velmi dobrou stabilitu a dobrou
enkapsulaéni ucinnost. Velikost Zzadného z vzorkd neprekrocila hodnotu 500 nm. Z vysledk( mérfeni
také vyplyva, Ze pouzité rozpoustédlo pfi pFipravé extraktu nemd vliv na velikost a elektrokinetickou
stabilitu liposomu s enkapsulovanou aktivni slozkou. Naproti tomu pouziti organického ¢&i lipidického
extraktu vyrazné zvySovalo Ucinnost enkapsulace do liposomd.

Enkapsulaéni ucinnost, velikost ¢astice a jeji stabilita byly parametry hodnocené i u nového typu
¢astic — kombinovanych PHB liposomu. Bylo zjiSténo, Ze inkorporace polyhydroxybutyratu do struktury
liposomu ma za nasledek témér dvojnasobné zvétSeni priméru Castice. Tyto suspenze Castic
vykazovaly také vySSi polydisperzitni index, vypovidajici o menSi uniformité pfipravenych liposoma.
Naproti tomu nebyl zjiStén vyrazny rozdil mezi enkapsulaéni G€innosti a stabilitou pfipravenych
liposom(l a PHB liposomu. Oba typy ¢astic byly vyhodnoceny jako vhodné néstroje pro ochranu
a cileny transport aktivnich latek a mohou najit aplikaci v novych typech kosmetickych vyrobku, pokud
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budou vyuzita GRAS rozpoustédla. Liposomové Castice vyhovuji diky svym parametrdm i pouziti
v potravinafskych aplikacich. Pfirodni extrakty antioxidantd mohou v potravinach pusobit
antibakteriainé a zabranit tak mikrobialnimu znehodnoceni, pfipradné potraviné dodaji
charakteristickou chutt’ ¢i vani. Vybrané vzorky liposomu s pfirodnim extraktem byly proto testovany
z hlediska jejich stability v modelovych potravinach. Liposomové ¢astice vykazovaly dobrou stabilitu
ve vodném a mirné kyselém prostfedi, naopak jako nestabilni byly vyhodnoceny v tukové prostredi.
Na zakladé ziskanych dat Ize fict, ze pfipravené liposomy jsou vhodné pro pouziti jako aditiva do
potravin s neutralnim a mirné kyselym prostfedim, pfipadné do alkoholovych potravin, kde ¢astice
vykazuji dobrou stabilitu. Do Gvahy pfichazi i pouziti v kosmetickych vyrobcich na bazi vody, pfipadné
gelu, nikoliv v tukovych pfipravcich.

V dalSi casti prace byl testovan antimikrobialni Gcinek pfipravenych extraktd a &astic pomoci
diluénich i difuznich metod. Testovacim organismem byl Micrococcus luteus, jako zastupce
grampozitivnich bakterii, Serratia marcescens jako zastupce gramnegativnich bakterii a kvasinka
Candida glabrata.

Vysledky potvrzuji obecné vySSi inhibiéni G¢inek extraktt vici grampozitivnim bakteriim neZz proti
gramnegativnim. NejvySSi inhibice rastu mikroorganismu byla zaznamenana pfi plisobeni extraktd na
kvasinku Candida. Tento vysledek je velmi cenny, ponévadz dosud neni k dispozici dostatek
pfirodnich antimykotickych preparatd a dalSi vyzkum je proto velmi nadéjny. Z vysledk( stanoveni
antimikrobialniho G¢inkG extraktd tvofenych rdznym typem rozpoustédla vyplyva nejvySsi inhibiéni
efekt pfi pouZziti organickych extraktd, je vSak nutné omezit se na pouziti GRAS rozpoustédel. DalSimu
antimikrobialnimu testovani byly proto podrobeny pouze ¢astice obsahujici vodny, ethanolovy nebo
lipidicky extrakt.

Bylo potvrzeno, Ze enkapsulace do ¢astic ma za nasledek vySSi antimikrobialni G¢inek u vodnych
typl extrakt(. Zaroven bylo patrné, Ze chitosanové castice maji vySSi antimikrobialni Ucinek nez
liposomy, a to i pfes nizsi enkapsulaéni G¢innosti a horsi stabilitu ¢astic. Tento fakt je pravdépodobné
zplisoben antimikrobialnim G&inkem samotného chitosanu. Casteény inhibiéni efekt vigi testovacim
mikroorganismdm byl zaznamenan u vSech vzork( liposomu s riznymi extrakty. Ve vétSiné pfipadu
byly etanolové a lipidické extrakty v inhibici mikroorganismu G¢innéjsi nez vodné. Vyssi inhibiéni efekt
vzorki byl opét zaznamenan na grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Z porovnani
antimykotického G¢inku liposomG a PHB liposomu vyplyva, Ze slozeni ¢astice nema vliv na inhibici
kvasinky Candida.

U pfipravenych liposomd a kombinovanych PHB liposom( byl stanoven a porovnan jejich
cytotoxicky Gcinek na lidské kozni buriky. Pro testovani byla zvolena kultura lidskych epidermélnich
keratinocytll HEK(102-05a) a bunééna linie HaCaT. K testovani toxicity byly pouzity dvé r(izné metody
zaméfené na metabolickou aktivitu bunék (MTT test a Alamar Blue test) a jedna metoda sledujici
intaktnost plazmatické membrany (LDH test). Pro zisk dalSich informaci o pusobeni ¢asticovych
suspenzi na burky bylo vyuzito sledovani produkce prozanétlivych cytokint IL-8.

Zkoumani Gc€inka suspenze liposoml a kombinovanych PHB liposom( ukazalo, Ze spojeni
fosfolipidu s polymerem PHB nezplsobuje vyrazné vySsi hladinu cytotoxicity (testy MTT/Alamar Blue,
LDH) na lidskych koznich bunkach. Novy typ kombinovanych ¢astic muze byt tedy pouzit jako aktivni
nosice jak pro hydrofobni, tak pro hydrofilni aktivni slozky, jako jsou antioxidanty, komplexni pfirodni
extrakty, antimikrobialni Cinidla a mnoho dalSich. Nanocastice jsou také znamé svou schopnosti
indukovat produkci prozanétlivych cytokinG. Tento zanét mlze vyvolat fadu nasledujicich nezadoucich
procesu (napf. genotoxicitu, bunéénou smrt). Produkce cytokind IL-8 byla pouzita jako marker zanétu
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indukovaného liposomy. Navzdory relativné nizké toxicité byly u liposomovych &astic pozorovana
vysoka hladina produkce IL-8 proteinu. Naopak nové navrzené PHB-liposomové ¢astice nevedly
k vyznamnému zvySeni produkce IL-8 ve srovnani s kontrolou. Toto zakladni vySetfeni potvrdilo,
Ze pfidavek PHB by mohl vést k podstatnému snizeni prozanétlivého G¢inku liposom.

Kromé prazdnych ¢&astic byl testovan i cytotoxicky efekt liposomGd a PHB liposomu
s enkapsulovanou aktivni sloZzkou. Nebyl zjiStén vyrazny rozdil v cytotoxickém G€inku pfFi pouziti ¢astic
s enkapsulovanym vodnym a lipidickym extraktem na bunkadch HEK ani HaCaT. Ze srovnani
klasickych liposom( a nového typu PHB &astic Ize Fici, ze kombinované PHB liposomy maji ve vySSich
objemovych koncentracich vyznamnéjsi vliv na mitochondrialni aktivitu HaCaT buné&k. Zadny z typu
testovanych ¢astic nema podle vysledkd méfeni vliv na intaktnost bunééné membrany HaCaT bunék.

Genotoxicky efekt pfipravenych ¢&asticovych suspenzi byl sledovan s vyuZzitim geneticky
modifikované bakterie E.Coli jako modelového organismu. Test byl proveden pomoci komeréniho kitu
EBPI SOS Chromotest™. Genotoxicky potencial byl hodnocen u vdech vzork, které byly podrobeny
cytotoxickym testim. Zadny ze vzork( nespliiuje podle vysledki méfeni obecna kritéria
genotoxicity, a proto  mohou byt vSechny testované ¢&asticové suspenze povazovany
za negenotoxické.

Soucasti prace byla i pfiprava a charakterizace polyhydroxybutyratovych vldken. VSechna viakna
byla pfipravena metodou elektrospinningu. Kromé samotnych PHB vlaken byly pfipraveny i vzorky
s pfidavkem lipidickych extrakt(l. Pfipravena vlakna byla nasledné podrobena analyze na FTIR-ATR
a poté byly zkoumany jejich antioxidacni a antimikrobialni G¢inky. Rovnéz byl ovéfen jejich pfipadny
toxicky efekt pfi kultivaci s lidskymi bunéénymi kulturami.

Zmény ve FTIR spektrech samotnych a obohacenych vidken potvrzuji zachyceni aktivnich latek
z lipidickych extraktd do struktury polymerniho PHB vldkna. U obohacenych vldken byla také
namérfena vysoka antioxidacni aktivita. Méfeni kratkodobé stability a kvantifikace uvolnénych
polyfenolu z vlaken taktéz potvrzuje inkorporaci aktivni slozky a vytvofeni kombinovaného preparatu.
Pfipravena nanovlakna mohou nalézt uplatnéni napf. jako inteligentni obaly potravin chréanici vyrobek
pred mikrobialnim poSkozenim. Vzhledem k faktu, Ze pfipravena vlakna nevykazovala cytotoxicky
Ucinek pri testovani na bunkadch HEK ani HaCaT, lze nalézt jejich aplikaci i v kosmetice, pfipadné
farmacii jako moderni typy kryti pro hojeni ran. Infekce koznich ran vede k prodlouzeni doby potfebné
k hojeni. Lokalni aplikace antibiotika ¢i antimykotika pfispiva k rychlejsi Ié¢bé infekce. Latka inhibujici
rist mikroorganismd muize byt pfimo impregnovadna do obvazového ¢&i kryciho materidlu. Pouziti
nanovlaken s navazanou aktivni slozkou umoznuje efektivnéjSi dostupnost inhibiéniho pfipravku
v disledku vySSi plochy povrchu nanovidkna. V této praci byl potvrzen antimykoticky efekt viaken
s navazanymi lipidickymi extrakty vici kvasince Candida glabrata.

Predlozenou préaci Ize povazovat za pilotni studii zaméfenou na vyvoj novych typd a komplexni
charakterizaci modernich nano- a mikrostruktur pouzitelnych v potravinafstvi a kosmetice vcetné
soubézného posouzeni biologickych G¢inkli a bezpecnosti téchto materiald. Ponévadz Ize
predpokladat dalSi rozvoj a postupné rozsifovani uvedenych materiall do dalSich aplika¢nich oblasti,
budou podobné komplexni studie spojené s testy bezpecnosti nabyvat na dulezitosti. PfedloZzena
prace pak poslouzi zejména jako metodicky zaklad pro stanoveni experimentalnich strategii
u navazujicich praci.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4-NQO
ABTS
AF
AFM
AM
ATCC
ATP
ATR
COLIPA
DLS
DMEM
DMSO
DNA
DPPH
ECACC
EFSA
ELISA
FC
FTIR
GIT
GRAS
HEK
HTS
HPLC
KGM
LDH
MIC
MS
MTT
MTS

NADH
NMR
PBS
PDA
PLA
PLGA
PHA
PHB
RP-HPLC
SC
SDS
SEC
SEM

4-nitrochinolin oxid
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)

ferric chloride hexahydrate in ammonium thiocyanate.
Atomic Force Microscopy

acetoxymethyl

American Type Culture Collection

adenosintrifosfat

Attenuated Total Reflection

The European Cosmetic and Perfumery Association
Dynamic Light Scattering

Dulbecco's Modified Eagle Medium

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

The European Collection of Authenticated Cell Cultures
European Food Safety Authority

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Folin Ciocalteu

Fourier Transform Infrared Spectroscopy
gastrointestinalni trakt

Generally Recognized As Safe

Human Epidermal Keratinocytes

High Throughput Screening

High Performance Liquid Chromatography
Keratinocyte Growth Medium

laktatdehydrogenasa

minimalni inhibiéni koncentrace

Mass Spectrometry
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)
2H-tetrazolium)

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

nuklearni magneticka rezonance

Phosphate Buffer Solution

Photo-diode Array

polylactic acid

poly(lactic-co-glycolic acid)

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
stratum corneum

sodium dodecyl sulfate

Size Exclusion Chromatography

Scanning Electron Microscopy
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SOSIF
TBARS
TEA
TEAC
TEM
TK

uv
VIS
VN
WHO
YPD
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SOS Induction Factor

Thiobarbituric Acid Reactive Substances
triethanolamin

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Transmission Electron Microscopy
thymidinkinasa

Ultraviolet Radiation

Visible Light

vysoké napéti

World Health Organization

Yeast Extract-Pepton-Dextrose
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