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ABSTRAKT

Predlozena Dbakalarska praca sa zaobera Studiom a pripravou nanomateridlov
s antimikrobialnym u¢inkom. Boli pripravené nanovlakna metédou forcespinningu
z biopolymeérov a taktiez lipozomy metddou sonifikacie. Aktivne latky vyuzivané v tejto praci
su tymol, karvakrol a eugenol.

V teoretickej Casti st popisané niektoré z moznosti pripravy nanovlakien a nanocastic
a tiez materialy pre syntézu tychto nanomaterialov. Dalgie kapitoly popisuju aj problematiku
enkapsulacie ucinnych latok do nanomaterialov. Tato Cast’ sa prace venuje aj mikrobiomu
pokozky, antimikrobidlnému UCinku a antimikrobidlnym latkam, ¢&i uz syntetickym
alebo prirodnym.

Prakticka Cast tejto prace sa zaobera stanovenim absorpénych maxim, antioxidacnej aktivity
a obsahu polyfenolov u jednotlivych aktivnych latok. Dalej sa venuje priprave nanovlakien
z polyhydroxybutyratu. Do tychto vlakien boli enkapsulované aktivne latky atiez bolo
stanovené postupné uvoltiovanie ucinnych latok do dvoch prostredi, a to fyziologicky roztok
a destilovana voda. Tato Cast prace taktiez popisuje optimalizaciu pripravy nanovlakien
z chitozanu a polyamidu metodou rotaéného zvlakiiovania. Funkcionalizované lipozémy boli
charakterizované z hl'adiska ich velkosti, stability, enkapsulacnej ucinnosti a taktiez bolo
zaznamenavané postupné uvolniovanie aktivnych latok. Lipozémy vykazovali aj po niekol'kych
tyzdiioch vysoku stabilitu aich velkost sa pohybovala v rozmedzi od 170,90+ 1,63 nm
do 243,07 + 7,83 nm. V neposlednom rade bola otestovana antimikrobidlna aktivita
pripravenych produktov a aj samotnych aktivnych latok. Mikroorganizmy pouzité k tomuto
stanoveniu zahffiaju tri bakteridlne kmene, ato Cutibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis a Escherichia coli. Testované aktivne latky, ¢i uz v Cistej alebo enkapsulovane;j
forme, preukazali antimikrobialny ucinok voci grampozitivnym aj gramnegativnym baktériam.
Na zaklade dosiahnutych vysledkov teda predpokladame moznost vyuzitia pripravenych
produktov v kozmetickych vyrobkoch, urCenych pre liecbu akné ainych koznych chordb,
a tiez ich vyuzitie v podobe konzervantov.

KEUCOVE SLOVA

Kozmetika, antimikrobidlny ucinok, antimikrobidlna latka, nanovlakna, lipozomy,
forcespinning, chitozan, polyhydroxybutyrat, nanoenkapsulacia
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ABSTRACT

The proposed bachelor's thesis focuses on the preparation and study of nanomaterials
with antimicrobial properties. The nanofibers were synthesized from biopolymers using
the forcespinning method, and liposomes were prepared using the sonification method. Active
ingredients used in this work are tymol, carvacrol, and eugenol.

The theoretical section of the thesis discusses the methods for preparing nanofibers
and nanoparticles and the materials required for their synthesis. It also covers the encapsulation
of active ingredients in nanomaterials. Additionally, this part explores the skin microbiome,
antimicrobial effects, and the use of both natural and synthetic antimicrobial agents.

The practical part of the thesis focuses on determining the polyphenol content and antioxidant
activity of each active ingredient. The gradual release of active ingredients into saline solution
and distilled water was determined for nanofibers synthesized from polyhydroxybutyrate
with encapsulated active ingredients. Furthermore, it deals with the optimization of nanofiber
synthesis from chitosan and polyamide using the forcespinning method. The functionalized
liposomes were characterized in terms of their size, stability, encapsulation efficiency,
and gradual release of active ingredients. The liposomes showed high stability even after
several weeks, and their size ranged from 170.90 + 1.63 nm to 243.07 £ 7.83 nm. Finally,
the antimicrobial activity of the prepared products and active ingredients was tested against
Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, and Escherichia coli. The tested active
ingredients in pure and encapsulated form, demonstrated antimicrobial effect against both
gram-positive and gram-negative bacteria. We assume the possibility of using the prepared
nanomaterials in cosmetic products intended for the treatment of acne and other skin diseases,
and also its use in the form of preservatives.

KEYWORDS

Cosmetics, antimicrobial effect, antimicrobial substance, nanofibers, liposomes, forcespinning,
chitosan, polyhydroxybutyrate, nanoencapsulation
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1 UVOD

Kozmeticky priemysel sa neustale vyvija vzhladom na meniace sa preferencie spotrebitelov
a potrebu prisposobit sa nov§im, pokroCilym technoldgiam. Jednym z najrychlejsie
rozvijajucich sa odvetvi, a to nielen v kozmetike, su nanomaterialy [1].

Nanovlékna a nanocastice vykazuju pozoruhodné vlastnosti a stavaju sa stale popularnejSimi.
Su Siroko vyuzivané vo farmaceutickom, potravinarskom a tiez kozmetickom priemysle.
Vel'kou vyhodou je moznost’ enkapsulacie latok do nanosystémov. Takto zapuzdrené aktivne
latky st chranené pred predcasnou degradaciou a dokazu sa tak bezpecne dostat’ na miesto
urcenia a vykonavat’ svoju funkciu. Nanoenkapsulované latky v kozmetike su teda stabilnejSie,
dokazu lepsSie penetrovat do pokozky adochadza tiez k zlepSeniu UV ochrany [2].
V kozmetickom a farmaceutickom priemysle to mozu byt napriklad prirodné antimikrobialne
latky. Ciel'om je podpora lieCby koznych ochoreni, ako je napriklad akné, ¢i zamedzenie §irenia
infekcie, a teda urychlenie hojenia ran. Dal3ou skupinou latok, ktoré mézu byt enkapsulované
su antioxidanty, ktoré dokazu spomal’'ovat’ proces starnutia pokozky [2; 3].

Mnoho mikroorganizmov dnes vykazuje rezistenciu voci antibiotikam. Je preto dolezité hl'adat
nové moznosti latok s antimikrobialnou aktivitou. Tieto latky dokazu zabréanit Sireniu infekcie
alebo eliminovat’ patogénne mikroorganizmy. Ide bud’ o syntetické alebo prirodné zluceniny
so §pecifickym mechanizmom Uuc¢inku. Prirodné zlu€eniny rastlinného pdvodu by mohli
predstavovat’ zaujimavé alternativy k syntetickym molekulam [4].

Ciel'om tejto prace je inkorporécia antimikrobialnych latok do nanomaterialov, otestovanie ich
ucinku na mikrobidlnych bunkach anavrh moznosti pre ich aplikaciu v kozmetickom
priemysle. Takto pripravené produkty boli charakterizované z pohl'adu ich velkosti, stability,
enkapsulacnej ucinnosti a tiez boli vykonané testy postupného uvoliiovania aktivnych latok.

10



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast’ tejto bakalarskej prace sa zaobera nanomateridlmi, ktoré by mohli byt
vyuzivané pre pripravu kozmetickych produktov. V dalSich kapitolach vidime sposoby
pripravy nanovlakien a nanocastic a taktiez materialy pre ich syntézu. Zaobera sa tiez koznym
mikrobiémom a antimikrobialnym tc¢inkom prirodnych aj syntetickych latok.

2.1 Nanotechnoldégie a nanovlakna

Pojem nanotechnoldgie vyjadruje manipulaciu s hmotou v takmer atomovom meradle,
za ucelom vyroby novych Struktur, materialov a zariadeni. Rozmery nanomateridlov sa
pohybuju v rozmedzi od 1 do 100 nanometrov. Pri tejto velkosti zaCinaju materialy vykazovat
jedine¢né vlastnosti, ktoré ovplyviiuju ich fyzikalne, chemické a biologické vlastnosti [5].
Nanovlakna mdzeme definovat’ ako pevné vlakna s priemerom mensim ako 100 nm, pri¢om
ich dizka je znagne vicsia ako ich priemer. Priemer nanovlakien zavisi na pouZitom polyméry
pre ich syntézu a tiez sposobe ich vyroby. Nanovlakna maja vel'ky povrch, vysokt porovitost,
mala velkost porov a nizku hustotu. Velky pomer povrchu k objemu nanovlakien umoziiuje
ich funkcionalizaciu. Porovitost' je morfologickd vlastnost' nanovlakien, ktora umoziuje
kontrolované uvoltiovanie latok. Vizualizicia §truktury a morfoldgie nanovlakien je mozna
pomocou metdd ako transmisna elektronova mikroskopia (TEM) alebo skenovacia elektronova
mikroskopia (SEM). Pre zlepSenie vlastnosti nanovlakien podl'a preferencii sa pouzivaji rozne
anorganické aj organické materialy. Prikladmi mozu byt anorganické nanocastice, uhlikové
nanorurky, rastové faktory, proteiny a mnoho d’alsich [1]. Nanovlakna maju Siroké uplatnenie
vo farmécii, textiliach, tkanivovom inzinierstve, kozmetickom priemysle a v rdéznych
systémoch distribucie lieCiv [6].

2.1.1 Spoésoby pripravy nanovlikien

Nanovlakna mézu byt vyrabané roznymi technikami ako su lyofilizacia, templatova syntéza,
polymerizacia, vyfukovanie roztoku, plazmou indukovana syntéza, tepelne indukovana
separacia faz, elektrostatické zvlaknovanie (elektrospinning) ¢irotaéné zvlaknovanie
(forcespinning) a d’alsie [7].

2.1.1.1 Forcespinning

Na rozdiel od -elektrostatického zvlaknovania, kde st vlakna natahované pomocou
elektrostatickych sil, forcespinning (FS) vyuziva odstredivé sily. To umoziuje vyrazné
zvySenie vynosu a jednoduchost’ vyroby [8]. Touto metdédou mdzeme pripravovat nanovlakna
z roztokov alebo z Cistych roztavenych materialov, takzvanych tavenin. Je mozné pouzivat
vodivé aj nevodivé materialy, o zvacSuje skalu pre vyber materiadlu [9]. Tato technoldgia
vyzaduje menej rozpustadla pripadne ziadne rozpustadlo, ¢im sa stava cenovo efektivnejSou
metodou s lepSou bezpecnost'ou prevadzky, v porovnani s elektrospinningom.

Proces FS zacina naplnenim roztoku/taveniny do zvldkniovacej trysky. Pocas wvyroby
nanovlakien sa roztok polyméru odtahuje z otvoru rotaénymi silami [10]. Klucovymi
parametrami su rychlost’ otacania zvlakiovacej trysky, polomer otvoru, povrchové napitie,
teplota okolitého prostredia, vzdialenost otvoru zvladknovacej dyzy od kolektora, zberny
systém, rychlost vyparovania rozpustadla areologické vlastnosti materialu na vyrobu
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nanovlakien. Otvory zvlakiiovace] dyzy disponuju roznymi geometrickymi tvarmi. [9; 10].
Rychlost’ odparovania rozpustadla ma vplyv na viskozitu a elasticitu polyméru [10].
(a) Zberac vlaken -
Ventilatorovy zberac Siet’ vlaken
Zvlaknovacia tryska
NS
.Ohrlevac \1—

B !
Ll_r Motor , o

\ Nanovlakno

Zvlaknovacia tryska

Obrazok 1: Zndzornenie procesu forcespinningu: a) nakres procesu, b) realny proces [11]

2.1.1.2 Elektrospinning

Elektrostatické zvlakniovanie, ktoré je zalozené na elektrostatickej hnacej sile, ponuka
kontinualnu vyrobu nanovlakien. Okrem toho podporuje vyrobu nanovléakien zo Sirokej Skaly
prirodnych, syntetickych a hybridnych polymérov s réznymi fyzikélnymi, chemickymi
a mechanickymi vlastnostami [12]. Dalfou vyhodou elektrostatického zvlakiiovania je,
ze nevyzaduje ziadny funkcionalizaCny proces. Potrebuje iba rozpustadlo, ktoré rozpusti
polymér a dokaze sa dobre odparovat’ pocas zvlaknovania za laboratornej teploty. Faktory,
ktoré ovplyviiuju proces elektrostatického zvlaknovania st koncentracia polyméru, viskozita
roztoku, prietok, intenzita elektrického pol'a, vlhkost’ vzduchu a vzdialenost’ zvlakiiovacej ihly
od kolektora [13]. V procese elektrostatického zvlakiiovania je aplikované vysoké napitie
na kvapalny polymér. Kvapka sa pomocou Coulombickych sil predizi a vytvori sa takzvany
,Taylorov kuzel“. Dalej je kvapka vytladena z kuzela, aby sa vytvoril prad vlakien.
Rozpustadlo sa odpari pri prechadzani prudov vlakien atmosférou a vlakna pevného polyméru
sa usporaduvaju na zberaci vo forme netkanej siete [14].

- ’.‘. ' S Zbera¢ vldken
Striekacka Roztok polyméru
7] — .

Zvlakiovacia tryska
Lh : ‘)

Vysoké napitie l Nanovlakna

Obrazok 2: Zndzornenie procesu elektrospinningu [15]
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2.2 Polyméry pre pripravu nanovlakien

Najbeznejsie pouzivané polyméry pre vyrobu nanovldkien su celuloza, kolagén, zelatina,
dextran, nylon, polystyrén, polyakrylonitril, polykarbonat, polyimidy, polyvinylalkohol,
polybenzimidizadol a polydrohydroxybutyrat [6]. Vyznamnym polymérom je tiez chitozan,
ktory ma okrem iného aj antimikrobidlne ucCinky [16]. V sucasnosti sa Casto vyuziva
aj enkapsulacia aktivnych latok alebo liekov do polymérov v procese zvlakiovania. Pomaha
to zabranit' predCasnej degradacii a taktiez k zachovaniu aktivity zapuzdrenej zlu€eniny [17].

2.2.1 Chitozan

Chitozan (poly-B-1,4-glukézamin), je zluCenina odvodena od chitinu a patri k prirodnym
polysacharidom. Ide o polymér nerozpustny vo vode alebo beznych organickych
rozpustadlach. Je ho v§ak mozné rozpustit’ v kyseline octovej ¢i mravcej. Chitozan ma v oblasti
biomediciny Siroké vyuzitie vd'aka svojej netoxicite, biokompatibilite a biodegrabilite. Okrem
toho ma niekol'ko jedine¢nych vlastnosti: je antimikrobidlny a inhibuje rast Sirokej Skaly hub,
kvasiniek a baktérii [16]. Chitozan ma adsorpcné vlastnosti hlavne vdaka amino-
a hydroxylovym skupindm v jeho Struktire. Nanovlakna chitozdnu je mozné pripravit
elektrospinnigom alebo po pridavku nejakych syntetickych polymérov aj pomocou
forcespinningu. Napriklad v kombinéacii s polyamidom a ako rozpustadlo mdze byt pouzita
kyselina mrav¢ia [18].

OH OH OH

HO O lo O |o 0
HO HO HO OH

NH, NH, NH,
- “n

Obrdzok 3: Struktiira chitozdnu [19]

2.2.1.1 Elektrospinning Cistého chitozdnu

Odpudivé sily medzi i6novymi skupinami, ktoré vznikaju v dosledku aplikacie vysokého
elektrického pola pocas elektrospinningu, obmedzuju tvorbu spojitych vlakien a Casto
produkujii guldcky. Je preto naroéné vyrobit' isté chitozanové nanovlakna. Stadie ukazuju,
ze je mozné pripravit ich napriklad pomocou kyseliny trifluoroctovej ako rozpustadla
a pridanim dichlormetanu ako spolurozpustadla. Zlep§i sa tym homogenita chitozdnovych
vlakien, bez vzdjomného prepojenia vlaknitych sieti. Vznikaja tak vldkna chitozanu
s priemerom 330 nm. Pri kontakte so zasaditou latkou by ale doslo k strate vlaknitej Struktury.
Preto je podl'a tejto §tadie vhodné pridat’ roztok uhli¢itanu sodného ako neutralizaéného Cinidla.
Vhodnym ekvivalentom spolurozpustadla by bola aj kyselina octova. Kvoli nie prilis
priaznivym podmienkam zvlakiiovania ¢istého chitozanu a tiez tvorbe gul'6¢ok su k chitozanu
pridavané napriklad syntetické polyméry alebo nanocastice. Tieto dva spdsoby su popisané
nizsie [16].

13



2.2.1.2 Elektrospinning chitozdanu s pridavkom syntetickych polymérov

Vyvin chitozdnovych nanovlékien je mozny a v mnohych pripadoch efektivnejsi po pridani
syntetickych  polymérov. Vyuzivaju sa polyméry ako polyvinylalkohol (PVA),
polyetylénoxid (PEO), polyetylénterftalat, polymlie¢na kyselina, nylon a d’alSie. Ich pridavkom
sa mozu zlepSit mechanické, biokompatibilné aj antibakterialne vlastnosti chitozdnovych
nanovlakien [16].

2.2.1.3 Elektrospinning chitozdnu s pridavkom anorganickych nanocastic

Vldkna tohto typu vykazuju jedinecné vlastnosti a vyhovuju S§pecidlnym potrebam.
K. Sun a kol. uvadzaju, ze je mozné pripravit nanovlakna chitozanu s pridavkom striebornych
nanogastic a ako rozpustadlo sa v tomto pripade pouziva PEO [16]. Dalej vlakna s pridavkom
nanocastic oxidu titani¢itého a PVA ako rozpustadla vykazuju antibakterialne vlastnosti voci
baktériam ako Staphylococcus aureus a Escherichia coli [16].

2.2.2 Zelatina

Zelatina je biodegradabilny, biokompatibilny, jedly polymér, ktory vznika hydrolyzou
kolagénu, prirodzene sa vyskytujicom v I'udskom tele. Na rozdiel od inych polymérov, zelatina
poskytuje lepSie prostredie pre zachytenie, rast a proliferaciu buniek. Preto je dnes hojne
vyuzivanad na vyrobu scaffoldov v tkanivovom inzinierstve. Na vyrobu Zzelatinovych
nanovlakien sa pouziva elektrospinning [20]. Elektricky zvlakiiované zelatinové nanovlakna su
vSak rozpustné vo vode a maju zlu mechanickl pevnost’, preto sa ¢asto robia sietovacie Upravy.
Zosietovanie sa moze realizovat fyzikdlnymi procesmi, ako je suSenie, zahrievanie,
elektronovy 14¢ a vystavenie UV Ziareniu. Dal§ou moznostou su chemické upravy pomocou
sietovacieho cinidla, ako napriklad formaldehyd, glutaraldehyd, epoxidové zluceniny,
karbodiimid, acylazid a transglutamindza. Na rozpustenie Zelatiny sa pouzivaju organické
kyseliny a fluorované alkoholy [14].

o=0

c|:=r~u-|2
NH;,

Obrdzok 4: Struktira Zelatiny [21]

2.2.3 Polyhydroxybutyrat (PHB)

PHB patri do triedy polyhydroxyalkanoatov a je tvoreny z 3-hydroxybutyratovych monomérov
spojenych esterovou vézbou [22]. Je to netoxicky, nerozpustny vo vode, biodegradabilny,
biokompatibilny polymér, s fyzikalnymi vlastnostami podobnymi polypropylénu. Pripravuje
sa bakterialnou fermentaciou z baktérii Bacillus megaterium a je vhodny pre biomedicinske
aplikacie. Dnes sa vyuziva u systémov s kontrolovanym uvolfiovanim lieCiv, v tkanivovom
inzinierstve a tiez u materidlov na nadhradu koze. Nanovlakna PHB moézu byt pripravované

14



napriklad metddou elektrospinningu. D. Correia a kol. uvadzaju ako jednu z moznosti syntézu
s pouzitim chloroformu a N,N-dimetylformamidu (DMF) ako rozpustadiel [23]. Chloroform
ma nizku dielektrickt konstantu a teplotu varu a dochadza tak k rychlej krystalizacii polyméru.
Preto sa moze pridat’ este DMF s vySSou dielektrickou konStantou a nizSou prchavostou.
Vysledkom je teda stabilné a kontinuédlne spracovanie vlakien [23].

Obrdzok 5: Struktiira polyhydroxybutyrdtu [22]

2.2.4 Celuloza

Celuloza patri k najrozsirenejSim biologicky odburatelnym materidlom s vysokou pevnostou.
Ide o vo vode nerozpustny polysacharid, z ktorého je zlozena bunkova stena rastlin. Je tvorena
zviac ako 1000 stavebnych jednotiek [-1,4-D-glukopyranozy. Celulézu dokazeme
chemickymi alebo fyzikalnymi metédami extrahovat z roznych prirodnych zdrojov [14].
Vyuzivaju sa tyri druhy celul6zovych nanomaterialov, a to celul6zové nanovlakna (celul6zové
nanofibrily), celulé6zové nanokrystaly, bakteridlna celuléza a elektricky zvladknované
celulozové nanovlakna [24].

Celul6zové nanovlakna pripravené elektrospinnigom su zvycajne pouzivané v kombinacii
s inym polymérom. St vysoko porézne a prisposobivé pre mnohé aplikacie [24].

Bakterialnu celulézu (BC) syntetizuje baktéria Acetobacter xylinum. BC vykazuje vysoka
biokompatibilitu, netoxicitu a ma vysoka mechanicku pevnost. Vlakna BC maju vel'mi velky
povrch na jednotku hmotnosti. V kombinacii sich hydrofilnostou vedu tieto vlastnosti
k vysokej kapacite pre nahromadenie kvapaliny. Nevyhodou BC je, ze vykazuje iba slabé
antibakteridlne, antioxida¢né, vodivé a magnetické vlastnosti, co obmedzuje jej pouzitie
v biomedicine. Jednou z moznosti je kombinacia BC sinymi materialmi ako su uhlikové
nanorarky. Dalej derivat acetat celulozy ma dobru stabilitu a rozpustnost’ v organickych
rozpustadlach. Selektivne dokaze absorbovat’ organické latky a toxiny. Jeho mechanické
vlastnosti su ale slabé [14].

THQOH CH,OH CH,OH
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Obrdzok 6: Struktira celulozy [25]
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2.3 Rozpust’adla pre zvlakinovanie

Vyber rozpustadla je klucovy pri formovani nanovlakien pomocou elektrospinningu.
Aby vznikli nanovlakna bez takzvanych koraliek, rozpustadlo by malo uplne rozpustit
polymér tak, aby vznikol homogénny roztok s miernou prchavostou. Rozpustadla by sa mali
odparovat’ pocas prechodu nanovlakna od ihly ku kolektoru. Vysoko prchavé rozpustadla sa
ale odparuju uz pri hrote ihly a dochadza tak k jeho upchatiu. Je tiez vhodné vyhnut sa
neprchavym rozpustadlam, pretoze by do$lo k netplnému vysuseniu nanovlakien a nasledne;
tvorbe koralok. Ak sa pouzije zmes rozpustadiel, pricom jedno z nich nebude latku rozpustat
a bude vytvarat' dve fazy, vieme vytvorit' porézne nanovldkna. Ako priklad mézeme uviest
polystyrénové nanovlakna rozpustené v tetrahydrofurane (THF) a dimetylformamide (DMF).
THEF je rozpustadlo s vysokou prchavostou a DMF je menej prchavé rozpastadlo. THF vytvara
vlakna s velkou poérovitostou a DMF tvori hladké nanovlakna. Ak teda zvyS§ime percento DMF
v roztoku, poklesne aj porovitost vlakien [26].

2.4 Nanocastice

Nanocastica je jednotka srozmermi radovo v nanometroch s jedineCnymi materidlovymi
vlastnostami. Nano&astice (NC) mdzeme rozdelit’ do niekolkych kategérii v zavislosti na ich
chemickom zlozeni, morfoldgii aj velkosti. NC mozeme delit bud’ na anorganické, kam patria
kvantové bodky, fulerény a nanocastice zlata alebo organické — lipozomy, dendriméry
a polymérne nanocastice. Iné delenie NC je podla toho & ide o Gastice na uhlikovej baze,
keramické, kovové alebo polymerné NC [27].

Aby sa zlepS§ila biologicka aktivita lie¢iv ainych aktivnych latok, bol navrhnuty proces
enkapsulacie do nanoCastic. Enkapsuldcia lie€iv umoziuje zlepSenie ich rozpustnosti,
predchadzanie predCasnej degradacie lieciv a tiez neziaducim interakciam. Tohto procesu je
vyuzivané najma u liekov s kratkym pol€asom rozpadu, liekov s nizkou rozpustnostou
¢i s variabilnou absorpciou. Vyuzivaju sa k tomu syntetické alebo prirodné polymérne nosice.
Tieto nanosystémy vykazuju vysoku biokompatibilitu a biodegrabilitu. Polymérne nosi¢e mozu
dodévat lieCivo na miesto urcenia bud’ difiziou alebo osmotickymi, degradacnymi ¢i er6znymi
procesmi [28].

Enkapsulacia do nanocCastic si nasSla svoje vyuzitie nielen vo farmaceutickom,
ale aj v kozmetickom priemysle. Nanoenkapsulacia dokéaze zlepsit penetraciu aktivnych latok
do pokozky, ochranu proti UV ziareniu, stabilitu prenasanej latky, antioxidacné ucinky
atiez celkovi kvalitu produktu. Takto upravené aktivne latky v kozmetike vykazuju
aj synergisticky efekt s ostatnymi zlozkami a zlepSuju ucCinnost kozmetickych vyrobkov.
Ako priklad mozeme wuviest fenolické zluceniny. Ide olatky s antioxidacnymi,
antimikrobialnymi a protizapalovymi vlastnostami. Problémom je, Ze pri extrakcii nie su
stabilné a &asto podliehaju degradacii. Dalej nie su dobre rozpustné vo vode arychlo
metabolizuju. Preto sa vyuziva enkapsulacia fenolov do nanonosi¢ov, ako su napriklad
lipozomy [2].

2.4.1 Polymérne nanocastice
Polymérne nanocastice st klasifikované ako tuhé koloidné castice s rozmermi
od 10 do 1000 nm [29]. ZvycCajne ide o l'ahko funkcionalizovatel'né, organické NC v tvare
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nanogulocok alebo nanokapsuli. Nanokapsule su vezikularne systémy, kedy je lieCivo uzavreté
v dutine obklopenej polymérnou membranou. Zatial' ¢o v nanogulockach je lieCivo rovnomerne
dispergované [27]. Polymér poskytuje prenasanej latke ochranu. Vyhodou polymérov
pri priprave NC je aj zachovanie stability prchavych zlG&enin & schopnost udrziavat’ vysoké
koncentracie enkapsulovanych latok. Navyse je vyroba NC z polymérov aj ekologicka
a bezpecna pre zivotné prostredie [29].

2.4.1.1 Lipozomy

Lipozomy su Struktiry gulovitého tvaru s dvojvrstvou fosfolipidov, ktorej velkost je
v rozmedzi od 20 — 1000 nm, vznikajiuce vo vodnom prostredi. Z fosfolipidov tvoriacich
lipozom st to napriklad fosfatidylcholiny, fosfatidylseriny, fosfatidylglyceroly,
fosfatidyletanolaminy a d’alej je tiez vyuzivany cholesterol ako stabilizator.

Ide o vSestranné materialy, ktoré dokazu transportovat ako aj hydrofébne, tak aj hydrofilné
latky, zahffiajuc nukleové kyseliny, proteiny aj malé molekuly. Vdaka svojej schopnosti
kontrolovane prenaat’ lieCivo na presné miesto a v urCitom c¢ase si lipozomy vyuzivané
aj pri liecbe roznych chordb. Hydrofilné lieciva st prenasané vo vodnom prostredi, ktoré tvori
vnutro lipozému a naopak hydrofobne lie¢iva su zachytené medzi vrstvami fosfolipidov,
kde sa nachadzaju uhlikové retazce lipidovej vrstvy.

Struktira lipozémov zavisi od spdsobu ich pripravy. Ich velkost je mozné merat niekolkymi
metdodami ako st dynamicky rozptyl svetla, mikroskopia ¢i vyluCovacia chromatografia.
Lipozémy mozu byt nabité bud’ kladne, negativne alebo zwitterrionovo — maju na povrchu oba
naboje. Povrchovy naboj castice vyjadruje zeta potencial. Ak je zeta potencial mensi
ako —30 mV alebo vicsi ako +30 mV, ide o stabilné Castice [30].

A = Molekula lipozému B = Molekula lipozému s
enkapsulovanymi liekmi
® - Hydrofilng hlavicka @ Hydrofobny liek
- Hydrofébny refazec Hydrofilny liek

Obrdzok 7: Struktitra lipozémov a enkapsuldcia liekov do hydrofobnej a hydrofilnej casti lipozomu
[30]

2.4.2 Priprava polymérnych nanocastic

Vseobecne existuju dva pristupy, ktorymi je mozné pripravit nanocastice, a to top — down
a bottom — up. Top — down funguje na principe rozkladania va¢§ich molekul na mensie Casti,
ktoré mdzeme nasledne vyuzit k syntéze nanocastic. Bottom — up zahria zostavovanie vac¢sich
Castic z menSich. Takto je mozné pripravit lipozémy, micely, polymérne nanocastice
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alebo dendriméry. Sily posobiace pri tomto zostavovani su hlavne van der Waalsové,
Coulombické, hydrofobne a stérické sily [31].

Polymérne nanocastice mézeme pripravit bud polymerizaciou alebo z predom vytvoreného
polyméru. Vyuziva sa k tomu niekol'ko metod v zavislosti od poziadaviek prenasane; latky,
a to vysolovanie, ultrazvuk (sonifikécia), dialyza odparovanim rozpustadla, homogenizacia
za tepla a studena, suSenie rozprasovanim, vysokoSmykova homogenizacia, priprava na baze
mikroemulzii, metdda odparovanim rozpustadla a d’alsie [32].

2.4.2.1 Sonifikacia

Sonifika¢na metdda pripravy lipozémov spociva v aplikacii vysokého ultrazvukového vstupu
na roztok lipozémov. Metoda je zalozend na kavitacii, kedy sa vytvara a nasledne zanika,
v kvapaline hydrodynamickd dutina pri prudkom poklese okolitého tlaku. Pri priprave
lipozomov z roztoku sa pouzivaju dve sonifika¢né techniky. Bud sa lipozomy sonifikuju
sonikatorom kupel'ového typu alebo sonikatorom so sondou.

Pri metdde pripravy, ktord vyuziva sonifikaénu sondu sa hrot sonifikatora ponori do roztoku.
Roztok je potrebné sucasne chladit, aby nedoslo k degradacii lipozomov, vplyvom velkého
vstupu energie. Je CastejSie vyuzivana pre malé objemy roztokov. Hlavnou nevyhodou tejto
techniky je, ze moze dojst k uvolfiovaniu kovovych castic z hrotu sonifikatora a to vedie
ku kontaminacia pripravovaného roztoku. Ako d’al§iu nevyhodu mézeme uviest, ze v pripade
ak sonifikécia prebieha viac ako hodinu mdze dochadza k deesterifikacii lipozomov.

Sonifikacia v kapeli sa pouziva pre vacSie objemy roztokov. Lipozoémova disperzia je
umiestend do kupelového sonifikatora. Moze byt chranend pod inertnou atmosférou
alebo v sterilnej nadobe. U tejto metdody je vSak dosahované nizSej miery enkapsulacie,
dochédza k degradacii fosfolipidov a vysledkom su lipozomy s vysokou polydisperzitou [33].

2.5 Mikrobiom pokozky

Kozny mikrobiom tvori akusi bariéru pokozky, ktord prispieva k jej homeostaze. Koznu
mikrofléru tvoria komenzalne baktérie, huby, virusy aj roztoCe. Tato ochranna siet’ hra dolezita
rolu pri ochrane pred potencionalnymi patogénmi, ato tak ze produkuje antimikrobialne
peptidy, komenzalne baktérie a huby rodu Malassezia, ktoré inhibuji mnohé kvasinky
a plesne [34]. NaruSenie kozného mikrobiému casto vedie k beznym koznym ochoreniam
ako je akné ¢i atopicka dermatitida [35].

2.5.1 Baktérie

Na zéklade analyzy sekvenovania génov bolo zistenych na pokozke niekol’ko rodov baktérii.
Prevladaju tu grampozitivne baktérie rodu Staphylococcus, Corynebacterium, Enhydrococcus,
Micrococcus a Cutibacterium. 7 gramnegativnych baktérii to s najmid baktérie rodu
Actinobacter [34].

2.5.1.1 Cutibacterium acnes

Cutibacterium acnes (C. acnes) v minulosti nazyvané aj Propionibacterium acnes, je striktne
anaerobna, gram-pozitivna baktéria, ktora je suCastou komenzalnej flory koze. Vyskytuje sa
prevazne v mazovych zlazach a predstavuje 20 — 70 % mikroflory [36]. Pri premnoZeni
C. acnes dochadza k nerovnovéhe koznej mikroflory aide o najcastejSiu pricinu tvorby
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akné [35]. C. acnes je zapuzdrena vo vnutri koznych zliaz a tiez produkuje biofilm odolny voci
antibiotikam, ¢o komplikuje posobenie antiseptickych a antibiotickych latok [37].

2.5.1.1.1 Acne vulgaris

Acne vulgaris je kozné ochorenie, ktoré vznika, ak sa vlasové folikuly upchaju lipidmi
a odumretymi koznymi bunkami [35]. C. acnes, ktory osidl'uje 1ézie, tiez prispieva k zapalu
metabolizovanim kozného mazu za vzniku drazdivych mastnych kyselin, ako je kyselina
propionova. Sekrécia kozného mazu je pod hormonalnou kontrolou a vyrazne sa zvySuje
v puberte. Potom pokraCuje vo zvySenej miere az do pokrocilého dospelého zivota. Acne
vulgaris sa vyskytuje na tvari, ramenach a hornej Casti trupu dospievajiacich. Charakteristickym
znakom acne vulgaris je komedon, bezne znamy ako Cierna bodka. Postihnuté oblasti koze tiez
vykazuju zapalené papuly, pustuly a cysty [38].

2.5.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) inak nazyvany aj zlaty stafylokok je gram-pozitivna
baktéria, ktora ma tvar kokov. Ma tendenciu byt usporiadana do zhlukov, ktoré sa oznacuju
ako ,,hroznové“. Prirodzene sa vyskytuje na pokozke a za normalnych podmienok nespdsobuje
infekciu na zdravej kozi. Ak sa ale dostane do krvného obehu alebo vnutornych tkaniv, tato
baktéria mdze spdsobit’ zavazné infekcie [39]. Typickymi prejavmi su ekzém alebo atopicka
dermatitida. Ide o ochorenie koze charakterizované zaCervenanim, opuchom, Supinatostou
a svrbenim [40].

2.5.1.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) je grampozitivna, fakultativne anaerobna, kokova
baktéria, ktora tvori strapce. V jej prirodzenom prostredi ako je I'udska koza a sliznica je
zvyCajne neSkodna. Tato baktéria je takzvand nemocni¢na baktéria. To znamend, ze ak ma
pacient zavedeny katéter, modze sa Staphylococcus epidermidis dostat z koze do krvi,
a taktiez méze byt preneseny aj zdravotnickymi pomodckami. Vznikaji tak zapaly,
erytrém, hnisavé a bolestivé miesta v okoli miesta infekcie. Sposobuje aj infekénu
endokarditidu =~ anakazeni  pacienti  trpia  horuckou,  zimnicou,  malatnostou
a dychavic¢nostou [41].

2.5.1.4 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativna, pohybliva, fakultativne anaerodbna, tyCinkovita baktéria,
ktora sa prirodzene vyskytuje v hrubom c¢reve uludi aj zivocichov [42]. Tato baktéria
iba zriedka spdsobuje ochorenia, moze sa tak ale stat v pripade pacientov so znizenou imunitou
alebo pri poruSeni membrany traviaceho traktu [43]. NajcastejSie k nakaze dochadza
v nemocnici a moze spdsobit’ infekcie mocovych ciest, brusné infekcie, infekcie krvného
rieciska a d’alsie [42].

2.5.2 Virusy
V ramci virusov prevladaju na pokozke bakteriofagy, ktoré sa svojou lytickou aktivitou
podiel'aju na modulécii baktérii a prispievaju tak k homeostaze koznej mikroflory [44].
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2.5.3 Huby a roztoce

NajcastejSie izolovanymi druhmi hab z pokozky su kvasinky rodu Malassezia, ktoré sa
vyskytuji najma v mazovych oblastiach. Roztoce ako Demodex folliculorum a Demodex brevis
su mikroskopické clankonozce, ktoré sa tiez povazuju za suCast normalnej koznej
mikroflory [44].

2.5.3.1 Rod Malassezia

Kvasinky Malassezia su prirodzenou sucastou kozného mikrobiomu, ale ako aj ostatné zlozky
mikrofléry mézu byt povazované za patogény, pretoze za priaznivych okolnosti mozu sposobit’
rozne kozné ochorenia. Druhy Malassezia globosa, Malassezia prohibita a Malassezia furfur
st najcastejSie druhy zodpovedné za choroby koze u l'udi. Sposobuju ochorenia ako pityriasis
versicolor, folikulitidu Malassezia, seboroick dermatitidu a lupiny, ale podielaju sa
aj na atopicke] dermatitide, psoridze a d’al§ich koznych ochoreniach [45]. Kvasinky rodu
Malassezia sa tiez podiel’aju na patogenéze akné [46].

2.6 Antimikrobidlny u¢inok

Antimikrobidlna aktivita sa zaobera procesmi usmrtenia alebo inhibicie rastu mikrébov,
ktoré sposobuju ochorenia. Vyuzivaju sa ktomu antimikrobialne latky, ktoré maja
antibakterialne, antivirusové alebo antimykotické ucinky [47].

Antimikrobialne latky su bud’ syntetické, produkty metabolizmu mikroorganizmov alebo latky
rastlinného povodu. Ich mechanizmus uc¢inku je Specificky v zavislosti na tom ako interaguju
s mikroorganizmom. Niektoré antimikrobialne latky blokuju syntézu bunkovej steny, iné
replikdciu  DNA, proteosyntézu alebo interaguju s cytoplazmatickou membranou
mikroorganizmu, kedy dochadza k uvol'neniu bunkového obsahu do prostredia [48].

2.6.1 Parabény

Parabény, estery kyseliny p-hydroxybenzoovej, si lacné, Sirokospektralne antimikrobialne
a antiseptické konzervacné latky [49]. Su velmi casto pouzivané v kozmetickom,
potravinarskom aj farmaceutickom priemysle. Ich antimikrobialna aktivita sa zvysuje s dizkou
alkylového retazca a vyuzivaji sa najCastejSie parabény od methyl- po n-butylparabén.
Taktiez zalezi na rozvetveni retazca, pretoze parabény s rozvetvenym retazcom su ucinnejsie
ako parabény s linearnym retazcom. V kozmetike je povolené iba urcité percento parabénov.
Mozu totiz spdsobovat alergické reakcie, kontaktni dermatitidu, vykazuju estrogénnu aktivitu
a si spojené aj srakovinou prsnika. Parabény su schopné rychlej absorpcie cez pokozku
do telovych tekutin aich penetraciu zvySuju aj latky ako etanol a metanol, ¢asto pritomné
v kozmetickych produktoch. Rozsah penetracie zavisi od vlastnosti parabénu (rozpustnost,
lipofilita) ako aj od zloZenia pripravku. Percento parabénu preniknutého cez kozu sa znizuje
v poradi metylparabén, etylparabén, propylparabén, v stlade so znizujucou sa rozpustnostou
a zvySujucou sa lipofilitou [50]. Na druht stranu maju ale parabény s dlh§im a rozvetvenym
refazcom vys§iu toxicitu a naruSaju endokrinny systém viac ako parabény linearne
a nerozvetvené.  Izobutylparabén, izopropylparabén, benzylparabén, fenylparabén
a pentylparabén si v Europe dokonca zakézané. Pouzivanie parabénov s kratkym retazcom je
v Eur6pe obmedzené na 0,4 % z celkovej hmotnosti produktu a parabénov s dlhym retazcom
na 0,19 % [49].
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2.6.2 Benzoylperoxid

Benzoylperoxid je vkozmetike jednym z najefektivnejSich lokalnych prostriedkov
proti akné [51]. Ma komedolytické a protizapalové ucinky proti baktérii Cutibacterium acnes.
Jeho mechanizmus UucCinku je rozruSenie bunkovej steny baktérii. Ukéazalo sa
tiez, ze benzoylperoxid je rychly a ucinny aj proti dal§im baktéridam a hubam, spdsobujicim
kozné ochorenia. Benzoylperoxid sa vSak pri atopickej dermatitide alebo psoriaze nesmie
pouzivat, pretoze sposobuje podrazdenie koze a pocas uzivania tohto lieCiva sa moze objavit
erytém, teda zaCervenanie koze alebo vyrazka [46]. Benzoylperoxid tiez zlepSuje ucinok
antibiotik a znizuje mieru rezistencie na antibiotika. Preto sa odporuca pouzivat benzoylperoxid
v kombinacii s lokalnymi alebo peroralnymi antibiotikami. Medzi jeho negativne stranky patri
podrazdenie pokozky, vratane vysusenia a olupovania koze, svrbenie, palenie a zaCervenanie.
Dokaze odfarbit’ vlasy a oblecenie [51].

2.6.3 Prirodné latky s antimikrobidlnym aéinkom

Rastliny boli kedysi hlavny zdroj a zaklad vsetkych kozmetickych pripravkov, davno predtym
nez boli objavené metddy syntézy latok s podobnymi vlastnostami [40]. Dnes mozeme
pozorovat v kozmetickom a farmaceutickom priemysle rastici zaujem o nahradenie
syntetickych antimikrobialnych latok vo vyrobkoch za prirodné. Prirodné antimikrobialne latky
si okrem iného aj ekologicky SetrnejSie [4].

Hlavné antimikrobialne latky rastlinného povodu su fenoly, ktoré zahriiaja terpény, alifatické
alkoholy, aldehydy, ketony, kyseliny a izoflavonoidy [52]. Fenoly interaguju s bunkovou
membranou alebo bunkovou stenou mikroorganizmu, ¢o vedie k zmendm v permeabilite
membrany, inaktivacii enzymov, poSkodeniu DNA ak naslednej deStrukcii buniek
patogénov [4; 53]. Antimikrobialne zlozky rastlinnych materidlov sa vyskytuju v bylinkach
a koreninach (rozmarin, Salvia, bazalka, oregano, tymian, kardamoéon a klincek), ovoci
a zelenine (guava, kapusta, cesnak, cibul'a, citrusy) ¢i semenach a listoch (hroznové semena,
fenikel, muskatovy orieSok, petrzlen a olivové listy) [52].

2.6.3.1 Tymol

Tymol (2-isopropyl-5-methylfenol) je jednou z hlavnych zloziek tymianu [54]. Tymian
obsahuje vysoké mnozstvo flavonoidov, fenolovych kyselin, terpenoidov a glykozidov [55].
Tymol bol prvykrat extrahovany v roku 1719 Casparom Neumannom. Vytvara bezfarebné
krystaly, s korenisto- bylinnou voénou [54]. Je rozpustny v alkoholoch a organickych
rozpustadlach, ale len malo rozpustny vo vode. [55]. V stcasnej dobe je vyuzivany vo farmécii,
potravinarstve a tiez v kozmetickom priemysle. Tymol vykazuje antimikrobiéalne, antioxidacné
aj protizapalové ucinky. Ma Siroké antibakterialne spektrum, zahffiajuce ako aj grampozitivne,
tak aj gramnegativne baktérie. Antioxidacné ucinky tymolu suvisia sjeho fenolickou
Strukturou, ktora dokéze adsorbovat’ a neutralizovat volné radikaly [54]. Je Casto vyuzivany
v zubnom lekarstve na liecbu infekcii stnej dutiny, kvoli svojim antimikrobiadlnym ucinkom.
Tymol sa vS§eobecne povazuje za bezpecny so zanedbatel'nou toxicitou [55].
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Obrazok 8: Tymidn [56]

2.6.3.2 Karvakrol

Karvakrol (5-isopropyl-2-methylfenol) je tekuty fenolicky monoterpenoid, ktory sa vyskytuje
v silici oregédna, tymianu, bergamotu a d’alSich rastlin. Ide o izomér tymolu a taktiez vykazuje
antimikrobialnu, antioxidacnl, protizdpalova aj protirakovinovu aktivitu [57]. Obsah
karvakrolu v tymidne je vSak znacne nizsi ako obsah tymolu [58]. Antimikrobialna aktivita
karvakrolu je vysSia ako u inych prchavych zlucenin v dosledku vol'nej hydroxylove) skupiny,
fenolovej skupiny a jeho hydrofébnosti. Ma vysoky inhibi¢ny G€inok proti grampozitivnym
aj gramnegativnym baktériam. Je obzvlast’ ucinny najma voci potravinovym patogénom ako su
E. coli, Salmonella ¢i Bacillus cereus. Dalej vykazuje antimikrobialnu aktivitu vo&i baktériam
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a taktiez vo¢i réznym druhom plesni.
Karvakrol je nerozpustny vo vode, ale obzvlast’ rozpustny v etanole, acetone a dietyléteri.

Karvakrol atiez tymol dokazu interferovat slipidovou dvojvrstvou cytoplazmatickej
membrany, ¢o spdsobi stratu jej integrity, zvysi jej permeabilitu a tekutost. To vedie k tniku
i6nov, nukleovych kyselin aj ATP zbunky baktérii, teda k takzvanej lyze buniek [57].
Naockovanim karvakrolu reakciou Schiffovej bazy na nanocastice chitozanu dokazeme zlepsit
jeho antioxidacné a antimikrobialne uc¢inky. Enkapsulaciou do lipozémov vieme vyrieSit
problém s lipofilitou karvakrolu a podporit’ jeho biologicku aktivitu [59].

OH

Thymol Karvakrol

Obrdzok 9: Porovnanie Struktur izomérov tymolu a karvakrolu (viavo) a oregano (vpravo) [60; 61]

2.6.3.3 Kurkumin

Kurkumin (diferuloylmetan) je polyfenol izolovany z podzemku rastliny Curcuma longa,
teda u nas znama ako kurkuma [62]. Ide o dimérny derivat kyseliny ferulovej, ktory je zlozeny
z dvoch o-methoxyfenolovych kruhov spojenych heptadiéndionovym retazcom. Je to lipofilna
latka s charakteristickou sytou zlto-oranzovou farbou [63]. Ma velku rozmanitost
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farmakologickych aktivit, ako si antibakterialne, antioxidacné, antiparazitické aj anti-HIV
ucinky. Pouziva sa aj na prevenciu, liecbu alebo kontrolu psoriazy a inych koznych ochoreni
ako napriklad akné, popaleniny, ekzémy, poSkodenie pokozky slnkom a predcasné starnutie
v désledku inhibicie aktivity enzymu fosforylazova kinaza [40]. Stadie ukazali, ze kurkumin je
ucinny voc¢i niekolkym TIudskym patogénom, vratane baktérii rodu Staphylococcus,
Streptococcus a  Enterococcus. Kurkumin vykazuje antimikrobialnu aktivitu voci
Staphylococcus aures ama synergisticky ucinok s rdéznymi antibiotikami ako oxacilin,
ampicilin, amikacin, norflocacin a d’alsie. Kurkumin je ucinny aj proti baktériam Streptococcus
pyogenes, ktoré sposobuju okrem iného aj ochorenia koze ako su impetigo, sposobujice hnisavé
pupienky na kozi, ¢i erysipel, Cize zapal koze a podkozia [62; 64].

0O OH

HO OH
OCH; H,CO

Obrdzok 10: Struktira kurkuminu (viavo) a kurkuma (vpravo) [65; 66]

2.6.3.4 Eugenol

Eugenol (2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)fenol) je organicka zlu€enina s prijemnou korenistou
vonou, zvyCajne sa vyskytujuca vo forme svetlo Zzltej olejovitej kvapaliny. Ma dobru
rozpustnost v organickych rozpustadlach, vo vode je vSak len mierne rozpustny. Ide o prchavu
latku s nizkou stabilitou, je citlivy na oxidacie a chemické interakcie. Eugenol bol prvykrat
izolovany v roku 1929 z klin¢eka (Eugenia caryophyllata), podla ktorého bol aj pomenovany.
Dalsimi vyznamnymi zdrojmi eugenolu su $korica, bobkovy list & muskatovy oriesok [67].
V stCasnosti sa vyuziva na vyrobu parfumov, ustnych vdd, kozmetiky, indonézskych
klingekovych cigariet a aj ako medziprodukt pri vyrobe vanilinu. Dalej v kombinacii s oxidom
zino¢natym tvori zmes pre zubné vyplne a vyuzitie si nasiel taktiez pri vyrobe biofungicidov
a bioinsekticidov. Eugenol je znamy pre svoje antiseptické, anestetické, analgetické,
antimikrobialne ¢i protizapalové ucinky [68].

H,CO =

HO

Obrdzok 11: Struktiira eugenolu (vlavo) a klincek (vpravo) [69; 70]
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2.6.3.5 Spirulina

Spirulina (Spirulina platensis) je modrozelena, jedla, mikroskopicka, fototrofna sinica z Cel'ade
Cyanophyta. Obsahuje mnozstvo vitaminov, mineralov, polynenasytenych mastnych kyselin
a proteinov. Extrakty zo spiruliny vykazuju pozoruhodné vlastnosti ako su prevencia proti
rakovine, znizenie krvného cholesterolu, stimuluje imunitny systém a poskytuje ochranu voci
slne¢nému ziareniu. Tieto vlastnosti su pripisované jej zlozkam ako fenoly, karotenoidy,
sulfatové polysacharidy spirulany a polynenasytené mastné kyseliny. Spirulina ako aj mnoho
inych druhov sinic ma potencial produkovat’ velké mnozstvo antimikrobialnych latok proti
baktériam a hubach. Poskytuje nam teda vela moznosti pre jej vyuzite v kozmetickych
a farmaceutickych vyrobkoch. Preukazal sa jej i¢inok voci niekol'kym baktériam a tiez hubam,
ktoré spdsobuju kozné ainé ochorenia [71]. Potencialne sekundarne metabolity, ako je
benzofenon, dihydro-metyl-fenylakridin, kyselina karbanilovéa, dinitrobenzoat, propandiamin,
izochinolin, piperidin, oxazolidin a pyrolidin, boli preukazané ako u¢inné voci grampozitivhym
a aj gramnegativnym baktériam [72]. Minimalna inhibi¢na koncentracia spirulliny vSak zavisi
na pouzitom rozpustadle a druhu mikroorganizmu.

Pri priprave extraktov sa spirulina rozomelie na praSok a nasledne sa aktivne latky extrahuju
do rozpustadla. Ako rozpustadlo mozeme pouzit’ metanol, etanol, aceton, hexan ¢i petroléter
a roztoky su d’alej extrahované Soxhletovym extraktorom, az kym nevznikne Ciry roztok [71].
A. Moneim akol. zvadzaju, Zze metanolovy extrakt mal vyssi celkovy obsah fenolov,
antimikrobialnu aktivitu a antioxidacni aktivitu v porovnani s ostatnymi extraktmi [73].
Vytazky zo spiruliny boli G¢inné napriklad voci Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus epidermis, Escherichia coli, Candida albicans aj Candida
glabrata [71].

Obrazok 12: Spirullina [74]

2.6.4 Stanovenie antimikrobiilnej aktivity

Pre porovnanie vysledkov a stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie je nutné poznat
antimikrobialnu aktivitu G¢innych latok. NajcastejSie metddy vyuzivané na toto stanovenie su
diskova — difizna metdda adiluéna —bujonova metéda [75]. Miniméalna inhibi¢na
koncentracia (MIC) je definovana ako najniz§ia koncentracia aktivnej latky, ktora inhibuje
viditeI'ny rast mikroorganizmov pocas inkubéacie [76].
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2.6.4.1 Diskova difuznda metoda

Agarové platne s vhodnym médiom st naockované kultirou, na ktorti su nasledne ukladané
disky z filtracného papiera nasiaknuté aktivnou latkou. Inhibicia rastu ale nutne neznamena
smrt’ mikroorganizmu, a preto sa touto metodou nedaju rozlisit’ baktericidne a bakteriostatické
ucinky. Nie je tiez mozné urcit presne MIC ani presne kvantifikovat mnozstvo aktivnej latky,
ktoré difundovalo do agaru. Vyhodami tejto metddy st jednoduchost prevedenia a nizke
naklady, je teda vhodna pre skriningové stadie [75].

2.6.4.2 Bujonova dilucna metoda

Dilu¢né metody patria k najvhodnejsim k stanoveniu hodnot MIC. Bujonova dilu¢nad metoda
prebieha v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke, pricom potrebujeme Standardizovat
mikrobidlnu suspenziu pomocou 0,5 McFarlandovej stupnice. Po ddokladnom premieSani
kultury a aktivnej latky na dosticke sa za vhodnych podmienok mikroorganizmus kultivuje.
Nasledne sa spektrofotometricky stanovi MIC na zaklade zmeny zékalu. Zakal indikuje narast
kultary. Najvigsou nevyhodou tejto metody je dizka prevedenia experimentu [75].

2.6.5 Resazurinovy test

Resazurinovy test alebo test Almar Blue sa vyuziva na stanovenie zivotaschopnosti buniek
baktérii. Zivé bunky dokazu nefluorescentné farbivo resazurin redukovat na fluorescenéne
aktivny rezorufin, za pomoci mitochondrialnej reduktazy. Uroveii fluorescencie je teda zavisla
na pocte zivotaschopnych buniek. Tato metoda je pre bunky netoxicka [77].
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3 CIELE PRACE

Cielom tejto bakalarskej prace je priprava nanomaterialov s antimikrobialnym ucinkom
a ich moznosti vyuzitia v kozmetike. Sucast’'ou prace je dosiahnutie tychto ¢iastkovych ciel'ov:

1)

2)
3)

4)

Spisanie literarnej reSerSe zameranej na prirodné antimikrobidlne latky, metody
pripravy a charakterizacie nanocastic a nanovlakien a materialy pre ich syntézu
Optimalizécia pripravy nanovlakien z biopolymérov pomocou forcespinningu
Funkcionalizacia nanovlakien a nanocastic antimikrobialnymi latkami, a to tymolom
a karvakrolom

Testovanie antimikrobidlnej aktivity pripravenych produktov na mikrobialnych
bunkach
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomocky

e Analytické vahy, Ohaus (Cina)

e Automatické pipety o roznom objeme, Discovery (Nemecko)

e Centrifuga MiniSpin, Eppendorf (Nemecko)

e ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (Nemecko)

e Laminarny box AURA MINI, BioAir Instruments (USA)

e Magneticka miesacka, Lavat (Ceska republika)

e Mc Farland Standard Set

e Rotacny zvlakniovaci pristroj (prototyp)

e Spektrofotometer, VWR Collection

e Temperovana trepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (Ceska republika)
e Ultrazvukovy homogenizator, Badelin Sonopuls, Sonerex Technik (Nemecko)
e Vortex, Ohaus (Cina)

e Zetasizer Nano ZS, Malvern (Vel'ka Britania)

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Chemikalie pouzité pre stanovenia

e 22-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova  kyselina) ABTS,  Sigma-Aldrich
(Nemecko)

e 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-dikarboxylova kyselina, Sigma-Aldrich
(Nemecko)

e Dimethylsulfoxid (DMSO)

e Etanol UV-VIS, Penta (Ceské republika)

¢ Folin-Ciocalteuov reagent, VWR Chemicals BDH (Francuzsko)

e Chlorid sodny, Penta (Ceska republika)

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Resazurin, Acros Organics (Cina)

e Uhli¢itan sodny, Lach-Ner (Ceska republika)

4.2.2 Chemikalie pouzité pre pripravu nanovlikien
e Chitosan, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Chloroform, VWR Chemicals BDH (USA)

e Kyselina mrav¢ia, VWR Chemicals BDH (USA)

e Polyamid, Sigma-Aldrich (Svajéiarsko)

e Polyhydroxybutyrat, VWR Chemicals BDH (USA)

4.2.3 Chemikalie pouzité pre pripravu nanocastic
e Cholesterol, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e L-a-fosfatidylcholin , Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Polyhydroxybutyrat, VWR Chemicals BDH (USA)
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4.2.4 Chemikalie pouzité pri kultivacii mikroorganizmov
e BHI médium, Himedia (India)
e LB médium, Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.3 Pouzité mikroorganizmy

Na testovanie antimikrobialnej aktivity boli pouzité tri bakteridlne kmene, ktoré pochadzaju
z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne:

e Cutibacterium acnes (CCM 3437)

e FEscherichia coli (CCM 7395)

e Staphylococcus epidermidis (CCM 4418)

4.4 Pouzité Standardné aktivne latky
e Eugenol, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Karvakrol, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Tymol, Sigma-Aldrich (Nemecko)

Obrazok 13: Aktivne ldatky pouZité v prdci

4.5 Charakterizacia aktivnych latok

Aktivne latky boli charakterizované z hladiska ich antioxidacnej aktivity a tiez obsahu
polyfenolov. Boli taktiez stanovené absorpéné maxima latok a boli vyhotovené kalibracné
krivky aktivnych latok.

4.5.1 Stanovenie absorp¢ného maxima a zostavenie kalibraénych kriviek a¢innych latok
Spektrofotometricky bolo stanovené absorpéné spektrum v rozmedzi vlnovych dizok
200 — 400 nm u tymolu, karvakrolu aj eugenolu. VSetky aktivne latky boli rozpustené
v chloroforme. Z grafu boli nasledne od¢itané absorpéné maxima tychto latok.

Nasledne sme zostavili kalibraéni krivku tymolu rozpusteného v chloroforme. Pouzili
sme rozmedzie koncentracii 5,0 — 60,0 pg/ml. Meranie prebiehalo spektrofotometricky pri
absorpénom maxime tejto latky, a to 275 nm. V rozmedzi koncentracii 2,5 — 60,0 ug/ml bola
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zostavena tiez kalibra¢na krivka karvakrolu rozpusteného v chloroforme pri 274 nm.
U eugenolu boli pouzité koncentracie 5,0 — 50,0 ug/ml a meranie prebiehalo pri 280 nm.

4.5.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity vybranych aktivnych latok pomocou ABTS**
Tato metoda je zalozend na schopnosti antioxidacnej latky zhaSat' kation-radikal
2,2 - azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina) teda ABTS*®*. Pre zhotovenie
kalibracnej krivky sa v tomto pripade vyuziva Trolox. ABTS bolo rozpustené v destilovane;j
vode tak, aby bola dosiahnuté4 koncentracia roztoku 7 mM. Nasledne bolo pridanych 2,45 mM
peroxodisiranu draselného a roztok bol ponechany v tme na 12 hodin pri laboratornej teplote.
Po uplynuti potrebného Casu sa roztok ABTS** zriedil etanolom pre UV/VIS na absorbanciu
0,70 £ 0,02 pri 734 nm proti etanolu UV/VIS. Dalej bolo napipetovanych 1 ml zriedeného
ABTS** al1l0ul DMSO azmerana absorbancia v Case 0 (Ao). Do dalSej kyvety sme
napipetovali 1 ml ABTS** a 10 pl extraktu vzorky, vzorka bola premiesana a ponechana v tme
na 10 minut. Nasledne bol zmerany pokles absorbancie u tejto vzorky (Aio). Pre stanovenie
celkovej antioxidacnej aktivity bol vypocitany rozdiel hodndt Ap— Aio, ktory sme dosadili
do kalibracnej zavislosti Troloxu (40-400 ul/ml) rozpusteného v 60% etanole. Rovnica
zhotovenej kalibracnej krivky je y = 1,2868x.

4.5.3 Stanovenie celkovych polyfenolov vybranych aktivnych latok

K stanoveniu celkovych polyfenolov sa vyuziva reakcia Folin-Ciocalteuovho cinidla
s polyfenolmi, pricom vznika modré sfarbenie. Absorbancia roztokov je nasledne zmerana
spektrofotometricky. Pre ziskanie kalibra¢nej zavislosti bola vyuzita kyselina gallova
v koncentraénom rozmedzi 0,1 az 0,5 mg/ml. Absorbancia bola merana pri vinovej dizke
750 nm proti slepej vzorke. Najprv bol pripraveny roztok Folin — Ciocalteuova cinidla,
ktory sme nariedili destilovanou vodou v pomere 1:9. Nasledne bolo 7,5 g uhli¢itanu sodného
rozpustenych v 95 ml vody. Do skimavky bol napipetovany 1ml zriedeného
Folin — Ciocalteuovho cinidla, 1 ml destilovanej vody a 100 pl vzorky rozpustenej v DMSO.
Sktimavka so vzorkou bola premiesana a po 5 minutach bol pridany 1 ml nasyteného roztoku
Na;COs. Po dalSich 15 minutach statia roztoku bola zmerand absorbancia roztokov. Slepa
vzorka bola pripravena rovnakym spdsobom, ale namiesto 100 pl vzorky bolo pouzitych
100 pl destilovanej vody. Hodnoty obsahu polyfenolov boli vypocitané z kalibra¢nej rovnice
kyseliny gallovej (y = 2,3905x).

4.6 Priprava PHB nanovlakien metédou forcespinningu

Nanovléakna boli pripravené pomocou rotacného zvlakniovacieho pristroja. Na syntézu tychto
nanovlakien bol pouzivany polyhydroxybutyrat (PHB). Ako prvy bol pripraveny 4% roztok
PHB. PHB bolo rozpustené¢ v chloroforme za stileho mieSania na magnetickej mieSacke
pri 100 °C. Pre vytvorenie vlakien s enkapsulovanou aktivnou latkou bolo k roztoku PHB
pridanych 10% aktivnej latky z pevného podielu polyméru. Nasledne bol roztok PHB
davkovany po kvapkach na rotor pristroja pre forcespinning. Nanovladkna boli zozbierané
z kolektora a ulozené v Petriho miskach.

4.7 Postupné uvol'iovanie aktivnych latok z PHB nanovlikien

Stanovenie uvolniovania aktivnych latok zPHB nanovldkien bolo prevedené
spektrofotometricky. VInova dizka, pri ktorej prebiehalo toto meranie bola zvolena na zaklade
absorpéného maxima jednotlivych latok (kapitola 4.5.1). Vldkna boli nastrihané na Stvorce
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orozmeroch 1cm? azvazené. Modelovymi prostrediami pre uvolfiovanie latok boli
destilovana voda a fyziologicky roztok. Vlakna boli ponechané v 2 ml modelovych
prostrediach pri laboratornej teplote. Po uplynuti zvoleného ¢asu (15 a 30 minut a d’alej 3, 8, 24,
48 a 72 hodin) boli nanovlakna zo skimavky odobraté a k roztoku bol pridavany chloroform.
Po 5 minttovom vytrepavani bola zmerand absorbancia vzoriek. Nasledne bolo vypocitané
mnozstvo latky, ktoré sa uvol'nilo do destilovanej vody alebo fyziologického roztoku.

4.8 Priprava chitozan — polyamid nanovlakien metédou forcespinningu

Druhy typ nanovlakien bol pripraveny z chitozanu v kombinacii s polyamidom v réznych
pomeroch podla postupu v ¢lanku, ktorého autorom je Dotto G. a kol. Tento postup bolo
ale potrebné mierne upravit' [18].

4.8.1 Chitozanové nanovlakna

Pri priprave chitozdnovych nanovldkien metdédou forcespinningu sme pouzili chitozan
bez pridavku pomocnych latok. Bolo pouzitych 0,75 g chitozanu a 6,20 ml kyseliny mravcej.
Roztok bol premieSavany na magnetickej miesacke celkovo 10 hodin pri 80 °C [18]. Tento
roztok bol nasledne eSte zriedeny kyselinou mravcou (3,70 ml) atiez sme sa pokusili
o zakoncentrovanie pdvodného roztoku (bolo pridanych 0,75 g chitozanu). VSetky 3 vzorky
boli pridavané na rotor pristroja pomocou pipety.

4.8.2 Chitozan — polyamid nanovlakna
Chitozan a polyamid (0,50 g a 0,75 g) boli rozpustené v 10,25 ml kyseliny mravcej. Roztok bol
premieSavany na magneticke] mieSacke a zahrievany na 120 °C celkovo 4 hodiny [18].
K roztoku bolo po netspesnom zvlakneni pridanych este 2 g polyamidu a roztok bol znova
premieSany na magnetickej mieSacke, az do uplného rozpustenia tuhej latky. Pomocou pipety
bol roztok prikvapkavany na rotor pristroja.

4.9 Priprava nanocastic

Lipozémy boli pripravené pomocou ultrazvukového homogenizatora. Na pripravu prazdnych
lipozémov bolo pouzitych 10 mg cholesterolu, 90 mg lecithinu a 1 ml chloroformu. Lipozémy
s aktivhou latkou obsahovali eSte tymol, karvakrol alebo eugenol o koncentracii
1 mg, 0,5 mg alebo 0,25 mg. Tato zmes bola pridanda k 10ml destilovanej vody
a ultrazvukovana v 15 sekundovych intervaloch po dobu 1 minuty. Zmes bola pocas celého
procesu ochladzovand pomocou vodného kupelu. Nasledne bola zahrievana so sucasnym
mieSanim na magnetickej miesacke az do odparenia chloroformu. Zmes bola v 2 ml Eppendorf
skumavkach centrifugovana najskor 5 minuat pri 6000 otackach. Potom bol odliaty supernatant,
ktory bol znova centrifugovany 60 minat pri 11000 otaCkach. Pripravené lipozémy boli
nasledne oddelené od supernatantu.

4.10 Charakterizacia nanocastic
Pripravené lipozémy boli charakterizované z hladiska enkapsulacnej ucinnosti, ich vel'kosti
a stability.

4.10.1 Stanovenie enkapsula¢nej ucinnosti
Enkapsulacna ucinnost’ latok bola stanovena spektrofotometrickou metddou. Pripravené
lipozomy podl'a postupu v kapitole 4.9 boli zlyofilizované a nésledne rozsuspendované
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v chloroforme. Bola zmerana absorbancia vzoriek proti chloroformu, ktory bol pouzity
ako blank. VInova dizka bola zvolena podla zisteného absorpéného maxima latok
(kapitola 4.5.1). Zo ziskanych hodn6t bola vypocitana enkapsula¢na ucéinnost jednotlivych
latok. K tomuto stanoveniu boli pouzité rovnice kalibraénych kriviek jednotlivych latok,
ktoré boli vyhotovené na zaklade postupu v kapitole 4.5.1.

4.10.2 Stanovenie vel’kosti lipozomov pomocou DLS
Pripravené lipozomy boli rozsuspendované v destilovanej vode a nasledne boli zriedené stokrat
destilovanou vodou. Bola zmerana vel'kost a polydisperzita Castic pomocou pristroja ZetaSizer.

4.10.3 Stanovenie stability lipozOmov pomocou Zeta potencialu

Lipozémy boli ponechané v modelovych prostrediach, ato v destilovanej vode
alebo fyziologickom roztoku a tesne pred meranim boli stokrat zriedené destilovanou vodou.
Vzorky boli preliate do kyvety s “Dip Cellou” a vlozené do pristroja Zeta Sizer. Bola zistena
hodnota Zeta potencialu, na zaklade ktorého sme urcili stabilitu pripravenych lipozomov.
Meranie prebiehalo hned’ po priprave, d’alej po 1 tyzdni a tiez po 1 mesiaci, pricom vzorky boli
uchovavané pri laboratornej teplote.

4.11 Postupné uvol’novanie aktivnych latok z lipozémov

Lipozémy boli pripravené podla postupu v kapitole 4.9. Nasledne boli rozsuspendované
a ponechané v destilovanej vode alebo fyziologickom roztoku. U lipozomov s enkapsulovanym
eugenolom a tymolom predstavovala koncentracia aktivnej latky 1 mg/ml a u karvakrolu
to bolo 0,25 mg/ml. Po uplynuti urcitej doby uvolniovania, boli lipozomy scentrifugované
pri 11 000 otackach 60 minut. Nasledne bolo odpipetovanych vzdy 0,5 ml supernatantu
a doplnené vhodnym mnozstvom chloroformu. Vzorky boli 5 minat vytrepavané a bola
stanovena absorbancia pri vinovej dizke prislusnej k absorpénému maximu latky. Vypoétom
bolo stanovené uvol'nené mnozstvo latky do prostredia.

4.12 Antimikrobialne testy

Pre otestovanie antimikrobialnej aktivity vybranych aktivnych latok boli pouzité
mikroorganizmy uvedené v kapitole 4.3. Mikroorganizmy boli kultivované 24 hodin
v Erlenmeyerovych bankach vo vhodnom médiu uvedenom v Tabul'ke 1 pri 37 °C. Média boli
pred pouzitim sterilizované pri 120 °C 35 minut. K stanoveniu antimikrobialnej aktivity
aktivnych latok a tiez pripravenych nanomaterialov s enkapsulovanymi latkami bola pouzita
bujonova diluéna metdda (kapitola 4.12.1). Dalej bol vyuzity tieZ resazurinovy test
(kapitola 4.12.2).

Tabulka 1: Mikroorganizmy, pouzité médium a potrebné navazky

Mikroorganizmus Médium | Navazka (g/l)
Cutibacterium acnes BHI 37
Staphylococcus epidermidis BHI 37
Escherichia coli LB 20
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4.12.1 Bujoénova dilu¢na metoda

Antimikrobidlna aktivita latok bola pozorovana pomocou bujonovej dilucnej metody
v 96 —jamkovej a?24 —jamkovej mikrotitracnej dostiCke. Zmena absorbancie bola
zaznamenana pomocou pristroja ELISA Reader v ¢ase 0 apo 24 —hodinovej kultivacii
pri 630 nm. Vypoctom bola stanovend minimalna inhibi¢na koncentracia, teda MIC.
MICgo popisuje koncentraciu kedy doslo k inhibicii rastu buniek z viac ako 80 % oproti
kontrole  [78].  Antimikrobialny = U¢inok  bol  sledovany  u samotnych  latok
a tiez u funkcionalizovanych nanovlakien aj nanocastic.

4.12.1.1 Antimikrobidlna aktivita aktivnych latok

Pre stanovenie antimikrobialnej aktivity aktivnych latok bola pouzita 96 —jamkova
mikrotitratnd dosticka. Do jamiek v prvom riadku na dostiCke bolo napipetovanych
180 ul vhodného média, 20 ul aktivnej latky a 100 ul nariedenej kultiry pomocou
0,5 McFarlandovej stupnice. VSetky latky boli vhodne nariedené a otestované v triplikatoch.
Ako pozitivna kontrola bolo pouzité 25% DMSO aako negativna kontrola sluzilo
100 pl nariedenej kultury a 100 ul média. Pre kontrolu média bolo pouzitych 200 ul média.
Boli tiez vytvorené koncentratné rady DMSO. Nasledne bola zmerand absorbancia
v ¢ase 0 pomocou pristroja ELISA Reader pri 630 nm. Bola prevedend 24 — hodinova
kultivacia pri 37 °C a znova zmerana absorbancia dosti¢iek pri 630 nm. Zmena zékalu v Case
0 a po 24 hodinach bola porovnana s negativnou kontrolou. Na tomto zaklade bola stanovena
minimalna inhibi¢né koncentracia aktivnych latok pre testované mikroorganizmy (MICgo).

4.12.1.2 Antimikrobidlna aktivita funkcionalizovanych nanovldkien

Nanovléakna boli pripravené na zaklade postupu v kapitole 4.6. Otestovanie antimikrobialnej
aktivity PHB nanovlakien bolo prevedené v 24 — jamkovej mikrotitra¢nej dosticke. Do kazde;j
jamky bol napipetovany 1 ml sterilného média a 1 ml vhodne nariedenej kultary. Nasledne bola
zmerana absorbancia v €ase 0 pri 630 nm. Do jamdcok boli pridané vysterilizované nanovlakna
orozmere 1cm? Nanovlakna boli predom zvazené a dosticky boli inkubované pri 37 °C
24 hodin. Po uplynuti tohto €asu boli vlakna pinzetou z jamdcok odstranené a znova bola
zmerand absorbancia pri 630 nm. Ako negativna kontrola bol pouzity 1 ml média a1 ml
kultury. Ako kontrola média bolo pouzitych 2 ml média. Zmenu absorbancie v ¢ase 0 a 24 hodin
sme porovnali s negativnou kontrolou a stanovili sme antimikrobialnu aktivitu nanovléakien.

4.12.1.3 Antimikrobidlna aktivita funkcionalizovanych lipozomov

Lipozomy boli pripravené podl'a postupu v kapitole 4.9 a nasledne boli rozsuspendované v 1 ml
vhodného média. Do 96 — jamkovej mikrotitracnej dostiCky bolo do prvej rady napipetovanych
200 pl média s rozsuspendovanymi nanoc¢asticami. Do ostatnych jamiek bolo pridanych 100 pl
média. Povodna koncentracia latok v lipozomoch predstavovala 1 mg/ml u eugenolu a tymolu,
a 0,25 mg/ml u karvakrolu. Mnozstvo pridanych lipozomov bolo s kazdou jamockou dvakrat
nariedené a nakoniec bolo pridanych 100 pl nariedenej kultry pomocou 0,5 Mc Farlandove;j
stupnice. Pri 630 nm a pomocou pristroja ELISA Reader bola zmerana absorbancia v Case
0, po 24 — hodinovej kultivacii a tiez po 48 hodinach. Ako negativna kontrola bolo pouzitych
100 pl média a 100 pl kultury a pre pozitivnu kontrolu 25% DMSO. Jamka s kontrolou média
obsahovala 200 ul média. Hodnoty absorbancie v Case 0, 24 a 48 hodin boli porovnané
s kontrolou rastu buniek a bola stanovena antimikrobialna aktivita lipozémov.

32



4.12.2 Resazurinovy test

Po 24 hodinovej kultivacii mikroorganizmov s aktivnou latkou bol prevedeny resazurinovy test.
Do 96-jamkovych dosticiek bolo napipetovanych 20 ul sterilného roztoku resazurinu
a200 pl do 24 —jamkovej dosticky. Dosticky boli ponechané v termostate na 30 minut
pri 37 °C. Po uplynuti inkubécie bola pomocou pristroja ELISA Reader zmerana absorbancia
pri 570 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato bakalarska praca sa zameriava na pripravu a charakterizaciu funkcionalizovanych
nanomaterialov. U jednotlivych aktivnych latok — tymol, karvakrol a eugenol bol stanoveny
obsah polyfenolov aich antioxidatna aktivita. Dalej bola otestovana ich antimikrobialna
aktivita voCi vybranym baktériam — E. coli, C. acnes aS. epidermidis. Nanovlakna
z polyhydroxybutyratu boli pripravené pomocou forcespinningu a bolo sledované postupné
uvolnovanie aktivnych latok z takto pripravenych nanovlakien. Nasledne boli otestované ich
antimikrobialne vlastnosti pomocou bujonovej dilu¢nej metddy a resazurinového testu. Aktivne
latky boli enkapsulované tiez do nanocastic, ktoré boli pripravené pomocou sonifikacie.
Nanocastice boli charakterizované pomocou merania velkosti, ich stability atiez bolo
pozorované postupné uvoltiovanie latok z nanocastic. Bola zistena taktiez enkapsulacna
ucinnost’ aktivnych latok do lipozomov. Na zaver bola ajulipozomov otestovana ich
antimikrobialna aktivita.

Cielom bolo pripravit nanomateridly, ktoré by si mohli najst vyuzitie v kozmetickom
priemysle. V pripade nanovlakien by mohli byt vysledné produkty pouzivané vo forme
pletovych masiek alebo naplasti na akné. Funkcionalizované nanocastice by mohli byt
vyuzivané ako konzervanty ¢i pridavné latky v kozmetickych produktoch pre liecbu akné
a inych koznych chordb.

5.1 Charakterizacia aktivnych latok
U tymolu, karvakrolu a eugenolu boli premerané ich absorpcné spektra a zostavené kalibracné
krivky pre vSetky tri latky. Taktiez boli tieto latky charakterizované z hladiska ich
antioxidacnej aktivity a obsahu polyfenolov.

5.1.1 Absorpéné maxima a kalibracné krivky aktivnych latok
Ako prvé boli premerané absorpcné spektra latok pouzivanych v tejto praci a nasledne boli
zostavené ich kalibracné zavislosti. Toto meranie prebiehalo podl'a postupu v kapitole 4.5.1.
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Obrdazok 14: Absorpcné spektra aktivnych ldtok
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V grafe (Obrazok 14) vidime zobrazené absorpcné spektra vSetkych aktivnych latok v rozmedzi
vinovych dizok 200 — 400 nm. Absorpéné maximum tymolu &ni 275 nm, u karvakrolu je tato
hodnota 274 nm a u eugenolu 280 nm. Na tomto zaklade boli zmerané kalibracné zavislosti
latok uvedené v grafoch nizsie (Obrazok 15, Obrazok 16 a Obrazok 17).
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Obrazok 15: Kalibracna krivka tymolu

Graf (Obrazok 15) zobrazuje kalibracnu zavislost’ tymolu, ktory bol rozpusteny v chloroforme.
Ziskali sme rovnicu krivky, ktora slizila pre vypocitanie enkapsulacnej t¢innosti tymolu podl'a
postupu v kapitole 4.10.1. Téato rovnica odpoveda y = 0,0167x.
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Obrazok 16: Kalibracna krivka karvakrolu

Kalibrac¢nu zavislost’ karvakrolu je mozné vidiet v grafe vyssie (Obrazok 16). Bola vyobrazena
rovnica priamky (y =0,0119x), na zéklade ktorej bola stanovena enkapsulacna ucinnost
karvakrolu podl'a postupu v kapitole 4.10.1.
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Obrazok 17: Kalibracna krivka eugenolu

U eugenolu bola taktiez zostavend kalibracnd krivka a zobrazend rovnica priamky
(Obrazok 17). Pomocou tejto rovnice (y = 0,0214x) bola neskdr vypocitana enkapsulacna
ucinnost’ eugenolu, podla postupu v kapitole 4.10.1.

5.1.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxida¢na aktivita bola stanovena podla postupu uvedeného v kapitole 4.5.2. Bola
zostavena kalibra¢na krivka Troloxu (Obrazok 18), na zaklade ktorej sme vypocitali celkovu
antioxidacnu aktivitu jednotlivych latok. Vysledky su uvedené v grafe nizsie (Obrazok 19).
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Obrazok 18: Kalibracnd krivka troloxu
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Obrazok 19: Antioxidacna aktivita aktivinych latok

Z grafu (Obrazok 19) modzeme vycitat, ze najvySSia antioxidacna aktivita bola zistena
u eugenolu (359,72 + 7,59 ug/g). U izomérov tymol a karvakrol, vykazuje vyssiu antioxida¢nu
aktivitu  tymol, ato 201,86+9,79 pug/g. Stanovend hodnota ukarvakrolu ¢ini
177,30 + 10,56 pg/g. Nagoor Meeran a kol. tiez uvadzaju, ze tymol ma lepsie antioxidacné
schopnosti oproti karvakrolu, vd’aka lepSiemu stérickému usporiadaniu fenolovych skupin [55].

Vdaka antioxidacnej aktivite testované latky uc¢inne znizuji negativny vplyv volnych
radikalov. Vzhl'adom k tomu, by mohli byt vyuzivané v kozmetike, za uCelom spomalenia
procesu starnutia pokozky [3].

5.1.3 Stanovenie celkovych polyfenolov

Pre stanovenie obsahu polyfenolov v aktivnych latkach bola ako prvé zostavena kalibracna
krivka kyseliny gallovej (Obrazok 20) podla postupu uvedeného v kapitole 4.5.3. Pomocou
rovnice krivky bol vypocitany obsah polyfenolov v jednotlivych aktivnych latkach.
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Obrazok 20: Kalibracna krivka kyseliny gallovej
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Obrazok 21: Obsah polyfenolov v aktivnych latkach

Z grafu (Obrazok 21) vidime, ze najvyssi podiel polyfenolov je obsiahnuty v eugenole,
ato 4,12+ 0,24 mg/g. Karvakrol obsahoval 3,26 +0,11 mg/g polyfenolov anajmensie
zastupenie sme zistili u tymolu, konkrétne 2,00 = 0,23 mg/g.

5.2 Optimalizacia pripravy nanovlikien z PHB pomocou forcespinningu
Nanovlakna zo 4% roztoku polyhydroxybutyratu (PHB) boli pripravené pomocou rotacného
zvlaknovacieho pristroja podla postupu v kapitole 4.6.

PHB nanovlakna bez pridavku a¢innych latok a vlakna s enkapsulovanymi aktivnymi latkami
boli pripravené z 10 ml a aj 20 ml 4% roztoku PHB. Nanovlakna pripravené z 10 ml roztoku
PHB boli tensie a v niektorych pripadoch sa pri odoberani z kolektora trhali. Vldkna z 20 ml
roztoku PHB boli pevné, kompaktné a nelepivé. Po pridavku aktivnych latok nedoslo
k ziadnym viditelnym zmendm v porovnani s ¢istymi nanovlaknami. Podarilo sa nam pripravit
vlakna, u ktorych bola otestovana ich antimikrobialna aktivita a taktiez postupné uvoliiovanie
z nanovlakien. Pripravené nanovlakna vidime na obrazku nizsie (Obrazok 22).

Obrazok 22: PHB nanovidkna s enkapsulovanym karvakrolom - 20 ml
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5.3 Postupné uvol’ovanie ucinnych latok z nanovliakien na baze PHB

PHB nanovldkna boli pripravené podla postupu v kapitole 4.6. Do nanovlakien bolo
enkapsulovanych vzdy 10 % aktivnej latky z pevného podielu PHB. Stanovenie uvolneného
mnozstva aktivnej latky z vlakien bolo prevedené podla postupu v kapitole 4.7. Meranie
prebiehalo spektrofotometricky vzdy v triplikatoch a boli vypocitané smerodatné odchylky.
Bolo sledované postupné uvolfiovanie latok do destilovanej vody i fyziologického roztoku,
pri 25 °C. Prostredie destilovanej vody je prostredie modelujuce laboratorne podmienky
a prostredie fyziologického roztoku zasa modeluje prostredie na povrchu pokozky. Casy
vybrané pre toto stanovenie boli nasledujuce: 15 a 60 minuat a d’alej 3, 8, 24, 48 a 72 hodin.

5.3.1 Postupné uvol’niovanie tymolu z nanovlikien
V nasledujucich grafoch (Obrazok 23 a Obrazok 24) st zobrazené percentudlne hodnoty
uvol'neného mnozstva tymolu z celkového enkapsulovaného mnozstva.
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Obrazok 23: Uvolnené mnozZstvo tymolu z nanovidkien pripravenych z 10 ml roztoku PHB

Na obrazku (Obrazok 23) mozeme vidiet uvol'nené mnozstvo tymolu z nanovléakien, ktoré boli
pripravené¢ z 10ml 4% roztoku PHB. Ide o porovnanie postupného uvolfiovania
do destilovanej vody a fyziologického roztoku. Uvoltiovanie tymolu stiipalo po dobu 24 hodin.
Pri merani po 48 hodinach mézeme pozorovat’ znacny pokles uvolneného tymolu. Po uplynuti
72 hodin obsah tymolu znova stipa, aj ked’ uz len v mensej miere. Domnievame sa, ze tento
pokles je sposobeny degradaciou uvolneného tymolu. K degradacii tymolu moze dochadzat
aj vplyvom svetla [79]. Opétovny narast je zasa dosledkom rozpadu nanovlakien sprevadzany
uvolnenim tymolu z vlakien. Odchylky od tohto trendu mézu byt spdsobené narazovym
uvolfiovanim, kedy dochadza k utrhnutiu mensej Casti vldkna. Vo vSeobecnosti mozeme
povedat, ze vy§§ie mnozstvo tymolu sa uvolnilo do fyziologického roztoku, az na vynimku
pri 8 hodinach. To moze byt spdsobené rychlejSou difuziou aktivnej latky z nanovlakien
do fyziologického roztoku v porovnani s destilovanou vodou [80]. Najviac uvol'neného tymolu
sme zaznamenali po 24 hodinach, do fyziologického roztoku, a to konkrétne 71,54 + 8,69 %.
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Obrazok 24: Uvolnené mnozZstvo tymolu z nanovidkien pripravenych z 20 ml roztoku PHB

Graf (Obrdzok 24) zobrazuje postupné uvoltiovanie tymolu z nanovlakien pripravenych
z 20 ml 4% roztoku PHB. Rastuce mnozstvo uvolnené¢ho tymolu pocas 24 hodin mozeme
sledovat’ aj v tomto pripade, az na mensie odchylky od tohto trendu. Ako aj v pripade 10 ml
nanovlakien, tu tiez pravdepodobne doslo k narazovému uvolneniu. K utrhnutiu casti vlakna
doslo podl'a grafu po 15 minutach uvolfiovania v destilovanej vode a taktiez po 3 hodinach
vo fyziologickom roztoku. Po uplynuti 48 hodin, hodnoty nasledne znova zacinaju klesat’.
U fyziologického roztoku sme po 72 hodinach zaznamenali opdtovny narast hodnot. Najvyssia
zaznamenana hodnota je v pripade uvolfiovania z nanovlakien, ktoré boli ponechané
vo fyziologickom roztoku pocas 24 hodin. Téato hodnota €ini 75,47 + 3,34 %.

Ak porovnavame nanovlakna s objemom 10 ml a tie s objemom 20 ml, zistime, Ze viac tymolu
sa dokéazalo uvol'nit z 20 ml nanovlékien. Predpokladame, ze je tomu tak vd’aka vacsiemu
adsorpénému povrchu. Vacsi povrch vlakna taktiez znamena, ze moéze takéto vlakno viac
reagovat s modelovym prostredim.

5.3.2 Postupné uvoliiovanie karvakrolu z nanovlikien

Grafy (Obrazok 25 a Obrazok 26) zobrazuji mnozstvo uvolneného karvakrolu z pripravenych
nanovlakien.
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Obrazok 25: Uvolnené mnozstvo karvakrolu z nanovidkien pripravenych z 10 ml PHB
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Ako mdzeme pozorovat' v grafe (Obrazok 25) mnozstvo uvol'neného karvakrolu pocas 8 hodin
postupne stupalo, no nasledne doslo k poklesu a opdtovnému narastu. ZvySovanie hodnot sme
zaznamenali v rozmedzi 15 minat az 8 hodin. Najvyssie uvol'nené mnozstvo karvakrolu €inilo
73,89 + 0,20 %, a to do prostredia fyziologického roztoku pri 25 °C. V pripade fyziologického
roztoku doslo k vyraznejSiemu poklesu hodndt, a teda degradacii latky, az po 48 hodinach.
Kdezto u destilovanej vody bol pozorovany vyznamny pokles uz po 24 hodinach.
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Obrazok 26: Uvolnené mnozstvo karvakrolu z nanovidkien pripravenych z 20 ml PHB

V pripade 20 ml nanovlakien s enkapsulovanym karvakrolom (Obrazok 26) pozorujeme
rovnaky trend akou 10 ml nanovlakien. NajvysSie uvolnené mnozstvo karvakrolu bolo
stanovené po 8 hodinach uvoltiovania v destilovanej vode, ato 88,78 + 3,16 %. V Casoch
15 minut az 8 hodin uvolnovanie do destilovanej vody prevysovalo nad uvolfiovanim
do fyziologického roztoku. Predpokladame, ze k tomu moze dojst’ v pripade, ak degradacia
nanovlakien a nasledne uvol'nenie latky do prostredia prevySuje nad rychlost'ou difuzie [80].
Po vyraznom poklese uvolneného mnozstva do destilovanej vody po 24 hodinéach, sa viac
karvakrolu zacalo uvol'novat do fyziologického roztoku.

5.3.3 Postupné uvol’iovanie eugenolu z nanovlikien

Na obrazkoch (Obrazok 27 a Obrazok 28) vidime grafické spracovanie postupného
uvolnovania eugenolu.
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Obrazok 27: Uvolnené mnoZstvo eugenolu z nanovidkien pripravenych z 10 ml PHB
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V grafe (Obrazok 27) mozeme pozorovat, ze mnozstvo uvolneného eugenolu postupom casu
narasta a nasledne dochadza k poklesu. NajvysSie uvolnené mnozstvo sme zaznamenali
po 48 hodinovom uvoltiovani eugenolu do destilovanej vody, a to 90,93 + 1,04 %. Toto nahle
uvol'nenie velkého mnozstva bolo pravdepodobne dosledkom odtrhnutia malej Casti vlakna.
V pripade destilovane] vody doSlo k znizeniu uvolneného mnozstva po 72 hodinach,
no pri fyziologickom roztoku, sme pozorovali znizenie uz po 48 hodinach. Ako aj v pripade
ostatnych sledovanych ucinnych latok, aj tu mdézeme vidiet, ze doslo k Ciasto¢nej degradacii
uvol'neného eugenolu.
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Obrazok 28: Uvolnené mnoZstvo eugenolu z nanovidkien pripravenych z 20 ml PHB

Ako vidime na obrazku (Obrazok 28) vysSie mnozstvo eugenolu sa uvoltiuje do prostredia
fyziologického roztoku, az na menSie vynimky. Trend zvySovania uvolneného mnozstva
eugenolu v urCitom ¢asovom useku, pokles a opitovné zvySenie, je nasledovany aj v tomto
pripade. Z grafu vSak vidime, ze detekované mnozstva eugenolu sa v Casom rozmedzi
8 az 72 hodin pohybujui nad hodnotou 70%. Mdzeme teda tvrdit, ze eugenol zostava v oboch
prostrediach stabilny aj po dlhSom Case. Najvyssia namerand hodnota Cini 91,94 + 4,74 %.
Takéto mnozstvo eugenolu bolo uvolnené do fyziologického roztoku, po 24 hodinach,
pri 25 °C.

Ak porovname vSetky grafy postupného uvolfiovania z nanovlakien, u vSetkych aktivnych
latok, zistime, ze najvyssie mnozstva uvolnenej latky boli detekované u eugenolu (Obrazok 27
a Obrazok 28), a to v oboch prostrediach a pri oboch objemoch nanovlakien.

Taktiez mozeme porovnat uvolfiovanie z nanovlakien pripravenych z 10 ml PHB
az 20 ml PHB. Vo vsetkych pripadoch mézeme konstatovat, ze vicSie percenta latky boli
uvolnené z vlakien s vac§im objemom, teda 20 ml. Pravdepodobne, je tomu tak z dévodu
vacSieho povrchu vldkien, ktory moze reagovat' s prostredim atiez z dovodu, ze 20 ml
nanovlakna maju vacsi adsorpény povrch.

5.4 Optimalizacia pripravy nanovlikien z chitozinu a polyamidu
Pri optimalizacii pripravy nanovlakien z chitozanu s pridavkom polyamidu sme postupovali
na zaklade ¢lanku od autorov Dotto G. a kol [18]. Najprv sme sa pokusili pripravit’ chitozanové
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vlakna, ktoré neobsahovali ziadny iny pomocny polymér. Nasledne sme k chitozanu pridavali
aj polyamid a pokusili sa o zvladknenie tychto roztokov. Ako rozpustadlo bola v oboch
pripadoch pouzita kyselina mravcia.

5.4.1 Chitozanové nanovlakna

Pri priprave chitozanovych nanovlakien sme sa pokusili vyrobit vlakna chitozanu bez pridavku
iného polyméru metdodou forcespinningu [18]. Postup ktejto priprave je uvedeny
v kapitole 4.8.1. Na obrazku nizSie (Obrazok 29) vidime pripraveny roztok chitozanu
a kyseliny mravcej. Tento roztok bol privelmi viskdzny a tazko sa odoberal pipetou.

Pokusili sme sa tiez povodny roztok (Obrazok 29) zakoncentrovat' chitozanom (0,75 g)
a pri dalSom pokuse zasa zriedit’ kyselinou mravcou (3,70 ml).

| 4

T

Obrdzok 30: Pokus o zvidknenie cistého chitozanu v kyseline mravcej
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Vsetky pokusy o zvlaknenie chitozdnu boli vSak neuspes$né. Netvorili sa ziadne vlakna.
Pri prikvapkavani roztoku na rotor pristroja sme pozorovali iba odlietavajuce kvapky
roztoku (Obrazok 30).

5.4.2 Chitozan — polyamid nanovlakna

G.L. Dotto akol. v ¢lanku uvadzaju tiez moznosti ako pripravit nanovlakna chitozanu
v kombin4cii s polyamidom pomocou forcespinningu. Ako rozpustadlo bola aj v tomto pripade
pouzitd kyselina mravcia [18]. Na obrazku (Obrazok 31) vidime pripraveny roztok podla
postupu uvedeného v kapitole 4.8.2.

Obrazok 31: Roztok chitozanu s polyamidom rozpustené v kyseline mravcej

Postup uvedeny v ¢lanku, podla ktorého sme nanovldkna pripravovali, bol mierne
pozmeneny [18]. Spociatku sme sa pokusili o zvlakniovanie 0,5 g chitozanu a 0,75 g polyamidu
v 10,25 ml kyseliny mravcej. Toto zvlakiiovanie bolo rovnako neuspe$né ako zvlaknovanie
Cistého chitozanu. Znova doslo k odlietavaniu kvapiek roztoku ako vidime aj na obrazku vyssie
(Obrazok 30). Preto sme roztok zakoncentrovali polyamidom. Boli pridané este 2 g polyamidu.
Vysledny pomer bol teda 0,5 g chitozanu a 2,75 g polyamidu spolu s 10,25 ml kyseliny
mravcej.

Obrazok 32: Viakna chitozanu s polyamidom
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Na obrazku (Obrazok 32) moézeme pozorovat pripravené nanovlakna. Celkovy prikvapkavany
objem bol 15 ml. Podarilo sa nam pripravit nanovlakna chitozanu v kombinacii s polyamidom,
ale vlakna boli velmi jemné. Pri odoberani vlakien z kolektora sa vlakna trhali, zlepovali
a nebolo s nimi mozné d’alej pracovat’. Tento postup bude teda este potrebné upravit' a vylepsit.

Priprava nanovlakien z chitozanu pomocou forcespinningu je komplikovana. Moze zavisiet
od mnohych parametrov ako napriklad stuperi deacetylacie chitozanu, jeho molekulova
hmotnost, krystalinita, viskoelastické vlastnosti roztoku, teplota a dalsie [81]. Clanok,
z ktorého sme Cerpali uvadzal neuplne informacie a boli potrebné mensie upravy. Pripravené
nanovlakna vSak stale nemali idedlnu povahu pre nase aplikéacie. Preto, bude v buducnosti
potrebna d’al§ia optimalizacia a pouzitie iného pomeru chemikalii pre uspesné zvlaknenie
chitozanu pomocou forcespinningu [18]. Dal§ou moznostou ako pripravit vlakna chitozanu
by mohlo byt pouzitie inej zvlakfiovacej metddy Ci iného rozpustadla. Ohkawa K. a kol.
uspeSne pripravili nanovlakna chitozanu bez pridavku pomocnych polymérov metodou
elektrospinningu. Ako rozpustadlo bola v tomto pripade pouzita kyselina triflouroctova
v kombinacii s dichlormetanom [82].

5.5 Charakterizacia nanocastic

Na zaklade postupu v kapitole 4.9. boli pripravené funkcionalizované lipozémy
ataktiez  prazdne lipozémy. Bola sledovana enkapsulacnd ucinnost aktivnych latok
do lipozomov, d’alej vel'kost pripravenych lipozémov a ich stabilita.

5.5.1 Stanovenie enkapsula¢nej ucinnosti aktivnych latok do lipozémov

Podl'a postupu v kapitole 4.10.1 bola stanovena enkapsulac¢na ucinnost’ aktivnych latok. Nasim
cielom bolo pomocou enkapsulacie do nanovlakien a nanocastic zabezpeCit vysSiu stabilitu
latok, zamedzit predCasnej degradacii latok ¢i  zlepSit penetraciu do pokozky
a tiez antioxidacnu aktivitu latok [2].
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Obrazok 33: Enkapsulacnd ucinnost aktivnych ldtok

Enkapsulac¢na ucinnost” aktivnych latok bola stanovena u troch réznych koncentracii: 1 mg/ml,
0,5 mg/ml a 0,25 mg/ml. Z grafu (Obrazok 33) vidime, ze tymol, karvakrol aj eugenol vykazuju
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najlepsiu enkapsulacni ucinnost pri najnizSej testovanej koncentracii, a to (0,25 mg/ml.
Preto bola tato koncentracia zvolend aj pre meranie postupného uvolfiovanie karvakrolu
z lipozomov (kapitola 5.6.2) atiez pre stanovenie antimikrobidlnej aktivity lipozomov
s enkapsulovanym karvakrolom (kapitola 5.7.3.2). So stipajicou koncentraciou latok,
enkapsulacna ucinnost’ teda klesala. Tento trend je pravdepodobne ddsledkom hydrofobicity
latok. Latky maju tendenciu zachytavat sa na stenach kadiciek ¢i na sonde sonifikatora.
Najvyssiu  enkapsulaéni  ucinnost z pomedzi vSetkych latok vykazoval karvakrol,
atouvsetkych testovanych koncentracii. Mnozstvo enkapsulovaného karvakrolu
pri 0,25 mg/ml bolo 67,83 + 0,66 %. Najnizsiu enkapsulacnii ucinnost’ pri 0,25 mg/ml mal
eugenol, ktora ¢inila 47,92 £ 0,75 %. V pripade tymolu bolo enkapsulovanych 51,90 £+ 1,61 %.

Pri  merani postupného uvolnovania aktivnych latok zlipozomov a pri stanoveni
antimikrobialnych vlastnosti lipozémov, bola pouzita koncentracia tymolu a eugenolu 1 mg/ml.
Pri tejto  koncentracii bolo utymolu enkapsulovanych 20,60+ 0,44 % a ueugenolu
19,82 + 0,36 %. Ak sa pozrieme na enkapsulované mnozstvo latky, pri koncentracii 0,25 mg/ml
a koncentracii 1 mg/ml a vzajomne ich porovname, zistime, ze vysSiu koncentraciu ucinne;j
latky obsahuju lipozémy s povodnou pridanou koncentraciu 1 mg/ml. Taktiez pre urCenie
antimikrobialnej aktivity lipozomov s eugenolom by nizsia koncentracia aktivnych latok nebola
dostatocna (kapitola 5.7.1.3).

5.5.2 Stanovenie vel’kosti lipozomov

Metodou dynamického rozptylu svetla a podla postupu uvedeného v kapitole 4.10.2 bola
stanovend velkost' lipozomov a index polydisperzity (PdI). K meraniu bol vyuzity pristroj
ZetaSizer. V Tabulke 2 je wuvedené porovnanie velkosti jednotlivych lipozémov
s enkapsulovanymi aktivnhymi latkami o roznej koncentracii a tiez velkost' prazdnych
lipozomov. V tejto tabul'ke tiez najdeme porovnanie hodndt PdI.

Tabulka 2: Velkost lipozomov a index polydisperzity

Aktivna latka Koncentracia aktivnej latky (mg) Velkost’ (nm) PdI (-)
1,00 194,13 £ 1,28 0,20 + 0,02
Tymol 0,50 184,50 + 6,46 0,18+ 0,02
0,25 206,03+ 1,77 0,19+ 0,01
1,00 184,50 + 1,81 0,21+ 0,03
Karvakrol 0,50 205,30 £ 2,95 0,21+ 0,01
0,25 187,47+ 1,27 0,20+ 0,02
1,00 243,07+ 7,83 0,25+ 0,01
Eugenol 0,50 187,73 £ 0,37 0,21+ 0,01
0,25 199,37+ 0,12 0,21 £ 0,01
Prazdne lipozomy - 170,90 £1,63 0,16 = 0,01

V tabulke vidime, ze vel'kost lipozomov sa po pridavku aktivnej latky vzdy zvacsila oproti
prazdnym lipozomom. Lipozémy s vel’kost'ou 243,07 + 7,83 nm boli preukazané ako najvacsie
a obsahovali 1 mg/ml eugenolu. Ako najmensie lipozémy boli vyhodnotené prazdne lipozomy
svelkostou 170,90+ 1,63 nm. Index polydisperzity sa pohybuje v rozmedzi
0,16 — 0,25 a mdzeme teda konStatovat’, ze ide o uniformné systémy.
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5.5.3 Stanovenie stability lipozémov
Stabilitu lipozémov sme stanovili pomocou pristroja ZetaSizer, podl'a postupu uvedeného
v kapitole 4.10.3. Lipozémy boli rozsuspendované vzdy v dvoch prostredia, a to fyziologicky
roztok a destilovana voda. Zeta potencial u jednotlivych vzoriek bol merany vzdy v Case 0,
po 1 tyzdni a po 1 mesiaci, pricom vzorky boli ponechané pri laboratornej teplote.
Destilovana voda = Fyziologicky roztok
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Obrdzok 34: Graf stability lipozémov v case 0 (T — tymol; K — karvakrol; E — eugenol; C — Cisté;
1 — koncentracia 1 mg/ml; 0,5 — koncentrdacia 0,5 mg/ml; 0,25 — koncentrdcia 0,25 mg/ml)

V grafe (Obrazok 34) vidime hodnoty Zeta potencialu vSetkych aktivnych latok v troch
koncentraciach atiez Cistych lipozomov, hned po ich priprave. Ak sa Castice nachadzaju
v rozmedzi Zeta potencialu —30 az +30 mV, ide o nestabilné Castice [30]. Pripravené lipozomy
sa vo vécSine pripadov vyskytuji mimo tento rozsah hodnot. Mozeme teda konstatovat,
ze v oboch prostrediach, destilovanad voda a fyziologicky roztok, vykazovali pripravené
lipozomy stabilitu. Ak porovndvame oba prostredia, vysSiu stabilitu maju lipozomy
rozsuspendované vo fyziologickom roztoku. Zeta potencial zavisi na povrchovom naboji
aionovej sile. V izolektrickom bode, kedy je naboj Castice neutralny, je vzorka najmene;j
stabilnd. Destilovana voda neobsahuje ziadne i6ny, kdezto fyziologicky roztok disociuje
naiony kvoli NaCl. Ztohto dovodu je aj stabilita lipozomov nasledne vysSia
v pripade fyziologického roztoku [83]. V destilovanej vode vykazovali najvy$siu stabilitu
prazdne lipozémy. U lipozomov vo fyziologickom roztoku je stabilita vysoka, pricom najvyssiu
stabilitu mali lipozomy s enkapsulovanym eugenolom, o koncentracii 0,5 mg/ml. Naopak
najnizs§iu stabilitu v destilovanej vode mali Castice, ktoré obsahovali 0,5 mg/ml eugenolu
a vo fyziologickom roztoku to boli prazdne lipozémy.
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Obrdzok 35. Graf stability lipozémov po 1 tyzdni (T — tymol; K — karvakrol; E — eugenol; C — Cisté;
1 — koncentracia 1 mg/ml; 0,5 — koncentrdacia 0,5 mg/ml; 0,25 — koncentrdcia 0,25 mg/ml)

V grafe (Obrazok 35) mdézeme pozorovat’ pokles stability u vacsiny sledovanych lipozomov
oproti meraniu hned po priprave. V niektorych pripadoch vsak doslo k narastu stability najma
u Castic v destilovanej vode. Lipozémy mozeme vSak aj nad’alej povazovat za stabilné.
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Obrdzok 36: Graf stability lipozémov po 1 mesiaci (T — tymol; K — karvakrol; E — eugenol; C — Cisté;
1 — koncentracia 1 mg/ml; 0,5 — koncentracia 0,5 mg/ml; 0,25 — koncentrdcia 0,25 mg/ml)

Graf (Obrazok 36) zobrazuje stabilitu lipozomov s aktivhymi latkami. V destilovanej vode
doslo k zvySeniu stability lipozomov oproti meraniu hned’ po priprave. Jedinou vynimkou st
Cisté lipozoémy, kedy doslo k poklesu stability. Vo fyziologickom roztoku sme zaznamenali
vo viacsine pripadov mierny pokles stability, no stale ide o mimoriadne stabilné lipozomy.
Aj v tomto pripade vidime vyraznej§i pokles stability u Cistych lipozomov. Mdzeme teda
konstatovat, ze pridavok aktivnych latok mal pozitivny vplyv na stabilitu lipozomov.
Ak porovname stabilitu lipozémov v oboch prostredia, mézeme vidiet', Ze vysSiu stabilitu maju
Castice vo fyziologickom roztoku.
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5.6 Postupné uvol’novanie ucinnych latok z nanocastic

Nanocastice boli pripravené na zéklade postupu v kapitole 4.9. Uvol'nené mnozstvo aktivnych
latok zlipozomov bolo stanovené podla postupu v kapitole 4.11. V grafoch nizsie
(Obrazok 37, Obrazok 38 a Obrazok 39) je znazornené porovnanie uvol'neného mnozstva latok
do dvoch prostredi; destilovana voda a fyziologicky roztok pri 25°C. Prostredie destilovane;j
vody modeluje laboratérne podmienky a fyziologicky roztok sa zasa najviac priblizuje
prostrediu na povrchu pokozky. Sledovali sme uvoltiovanie po 8, 24, 48 a 72 hodinach.

5.6.1 Postupné uvol’niovanie tymolu z nanocastic

Boli pripravené lipozomy s enkapsulovanym tymolom o koncentracii 1 mg/ml, na zaklade
postupu v kapitole 4.9. Tato koncentracia bola pre stanovenie postupného uvolnovania z Castic
vybrana z dévodu, ktory je podrobnejsie popisany v kapitole 5.5.1.

o~
)
J

m Destilovana voda  m Fyziologicky roztok

(O8] W B
o W o
1 1 1

Uvol'nené mnozstvo (%)
_ = NN
W () W () W
1 1 1 1 1

8h 24 h 48 h 72h

Obrazok 37: Uvolnené mnozstvo tymolu z lipozomov do destilovanej vody a fyziologického roztoku

Z grafu (Obrazok 37) vidime, Ze najvysSie mnozstvo tymolu sa uvolnilo v prostredi
destilovanej vody po 8 hodindch. Uvolnené mnozstvo ¢ini 38,71 £ 0,34 % z celkového
pridaného mnozstva tymolu. Hodnoty po 24 hodinach klesli, no po 48 a 72 hodinach sa znova
postupne zvySovali. Do fyziologického roztoku sa wuvolnilo najvdc§ie mnozstvo
taktiez po 8 hodinach, ato 31,02+ 0,27 %. Pri porovnani oboch prostredi zistujeme,
ze vo vacsine pripadov, sa vyS§sie mnozstvo tymolu uvoltiovalo do destilovanej vody. Mozeme
teda konStatovat, ze vo fyziologickom roztoku su lipozémy s enkapsulovanym tymolom
stabilnejsie. Fakt, Ze uvol'nené mnozstvo postupom Casu stiipa a nasledne klesa si vysvetl'ujeme
postupnou degradaciou uvolneného tymolu. Opétovny narast moze byt spdsobeny postupnym
uvolnenim tymolu zrozpadajucich sa lipozomov. Taktiez mohlo v pripade uvolfiovania
po 72 hodinach do destilovanej vody dojst’ k narazovému uvolneniu tymolu.

5.6.2 Postupné uvol’iovanie karvakrolu z nanocastic

Do lipozémov bolo enkapsulovanych 0,25 mg/ml karvakrolu podla postupu
v kapitole 4.9. Tato koncentracia bola vybrana, pretoze tu bola pozorovand najvyssia
enkapsulacna ucinnost karvakrolu spomedzi testovanych koncentracii (kapitola 5.5.1).
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Obrdazok 38: Uvolnené mnozstvo karvakrolu z lipozomov do destilovanej vody a fyziologického
roztoku

Priebeh postupného uvoltiovanie karvakrolu vidime v grafe vyssie (Obrazok 38). Najvyssie
mnozstvo karvakrolu bolo uvolnené po 48 hodinach do fyziologického roztoku,
ato 55,39 +2,39%. Vzhladom k tomu, ze mnozstvo uvolnenej latky prudko stuplo, mohlo
dgjst’ k narazovému uvolneniu karvakrolu pri odstiepeni malého kuska lipozomu. V pripade
destilovanej vody bolo zaznamenané najvysS§ie mnozstvo uvolneného karvakrolu
po 72 hodinach, ato 40,34 + 1,88 %. Vo vsetkych meranych casoch, doslo k uvolneniu
vysSieho mnozstva karvakrolu do fyziologického roztoku ako do destilovanej vody. Fakt, ze sa
do fyziologického roztoku dokaze uvolnit' viac latky, mdze byt spOsobeny osmotickym
stresom. Vplyvom rozdielnej koncentracie prostredia, ktoré obklopuje lipozomy a koncentracie
vo vnutri lipozému, sa tvoria poéry v membrane lipozémov a latka tak moze lepSie prenikat’ do
prostredia. Tento rozdiel je pravdepodobne vyssi u fyziologického roztoku ako u destilovane;j
vody [84].

5.6.3 Postupné uvol’iovanie eugenolu z nanocastic

V pripade eugenolu bolo enkapsulovanych 1 mg/ml podla postupu v kapitole 4.9
a bolo otestované postupné uvolnovanie eugenolu z lipozomov. Tato koncentracia bola
zvolena na zaklade orientaCnych experimentov. Taktiez pre otestovanie antimikrobidlnej
aktivity lipozémov funkcionalizovanych eugenolom by nizsSia koncentracia eugenolu, nebola
dostatocna (kapitola 5.7.1.3).
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Obrazok 39: Uvolnené mnozstvo eugenolu z lipozomov do destilovanej vody a fyziologického roztoku

Porovnanim hodndt uvol'neného mnozstva v grafe (Obrazok 39) zistime, ze najviac eugenolu
sa uvolnilo po 8 hodinach do fyziologického roztoku. Uvolnené mnozstvo
Cini 47,02 + 8,44 mg/ml. U destilovanej vody sa rovnako najvacSie percento uvolnilo
po 8 hodinach, a to 38,02 + 2,98 mg/ml. Uvolnovanie eugenolu po 24 hodinach prudko kleslo
a potom sa znova mierne zvysovalo, no nedosahovalo uz tak vysokych hodnét. Predpokladame,
ze doslo k vyraznej degradacii uvolneného eugenolu, ktora moze byt spOsobend napriklad
svetlom [79].

Ak porovname vSetky aktivne latky, najvdcsie percentd uvolneného mnozstva sme ziskali
u karvakrolu, pri€om vysSie mnozstva boli uvolnené do fyziologického roztoku (Obrazok 38).
Konkrétne sa najviac karvakrolu uvolnilo po 48 hodinach, do fyziologického roztoku,
ato0 55,39 +2,39 %.

5.7 Antimikrobialne testy

Na zaklade postupov, ktoré su zhrnuté v kapitole 4.12 bola otestovana antimikrobialna aktivita
samotnych aktivnych latok, dale; funkcionalizovanych nanovlakien
a taktiez funkcionalizovanych nanocastic. Vo vSetkych pripadoch bola vyuzivana bujénova
dilu¢na metoda. Grampozitivne baktérie vybrané pre toto testovanie boli Cutibacterium acnes
a Staphylococcus epidermidis. 7 gramnegativnych baktérii bola ako zastupca vybrana
Escherichia coli. Nasledne boli vykonané aj resazurinové testy viability mikrobialnych buniek.
S. epidermidis a C. acnes su prirodzenou sucastou mikrobiomu pokozky, no pri premnozeni
sposobuju kozné ochorenia, ako napriklad acne vulgaris alebo sa pri naruSeni koze modzu
dostavat’ do krvného rieciska [38; 41]. E. coli moze tiez sposobovat’ infekcie u 'udi so znizenou
imunitou [43]. Cielom bolo preto zistit, ¢i pripravené nanovlakna, nanocastice a samotné
ucinné latky maju antimikrobialny efekt voci tymto baktériam.

5.7.1 Antimikrobidlny ué¢inok aktivnych latok

Ako prvé sme otestovali antimikrobialnu aktivitu uc¢innych latok a tiez samotného rozpustadla
o urcitej koncentracii. VSetky latky boli rozsuspendované v DMSO a boli pripravené ich
koncentracné rady. Pomocou bujonovej dilucnej metddy bola hl'adand minimalna inhibi¢na
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koncentracia latok (MICgo). Ide o koncentraciu, ktord inhibuje rast mikroorganizmov z viac
ako 80 % [78]. Postup tohto stanovenia je uvedeny v kapitole 4.12.1.1. Resazurinovy test bol
prevedeny podla postupu v kapitole 4.12.2.

Resazurinovy test je zalozeny na merani viability buniek, na zéklade ich metabolickej aktivity.
Zatial o bujonova dilucnd metdda meria zakal. Ten moze byt ovplyvneny bunkami, ktoré su
intaktné, ale uz nie st zivé. Preto moze dgjst’ k urcitym rozdielom vo vysledkoch tychto dvoch
testov.

5.7.1.1 DMSO

Aby sme vylucili vplyv rozpustadla na inhibi¢ny ucinok testovanych latok, boli pripravené
tiez koncentracné rady dimethylsulfoxidu, teda DMSO. Toto rozpustadlo bolo pouzité
z dovodu, ze aktivne latky, s ktorymi pracujeme su hydrofobne, no v DMSO ich nie je problém
rozpustit. UGinok DMSO na testované mikroorganizmy mézeme pozorovat v tabulke
nizSie (Tabulka 3).

Tabulka 3: Vplyv rozpustadla na mikroorganizmy ([+-+++] 100 — 80%; [+++] 79 — 50%; [++] 49 —
30%; [+] 29 — 0%, [-] menej ako 0%)

c (%) Cutibacterium acnes | Staphylococcus epidermidis Escherichia coli

25,00 ++ ++ +
12,50 - + -
6,25 - - -
3,12 - - -
1,56 - - -
0,78 - - -
0,39 - - -
0,20 - - -

V pripade testovania antimikrobidlnej aktivity ucCinnych latok bola pouzita prvotna
koncentracia rozpustadla 10 %. Tato koncentracia odpovedala koncentracii 8,00 mg/ml
aktivne; latky. Nasledne bolo DMSO spolu slatkou nariedené. V tabulke vidime,
ze pri koncentracii 12,50 % ma DMSO inhibi¢ény ucinok menej ako 0 % u C. acnes
atiezu E. coli. Na inhibi¢ny ucinok aktivnych latok koncentracia DMSO 10 % nema
teda ziadny vplyv. V pripade S. epidermidis 12,50 % DMSO vykazuje inhibi¢ny ucinok
na (9,62 + 6,30) %. Vzhl'adom k tomu, ze MICgo bola u vsetkych latok nizsia ako 8,00 mg/ml
(¢o odpoveda 10 % DMSO), mozeme tvrdit, ze ani pri stanoveni MICgo u S. epidermidis
nemalo rozpustadlo ziaden vplyv na ziskané vysledky.

5.7.1.2 Tymol

V tabulke (Tabulka 4) je uvedena antimikrobidlna aktivita tymolu pre vsSetky testované
mikroorganizmy stanovena bujénovou dilucnou metdédou. Koncentracia, pri ktorej bola
inhibicia rastu viac ako 80% bola brana ako minimalna inhibi¢na koncentracia [78]. Vyznacené
hodnoty v tabulke predstavuja MICso. V grafe (Obrazok 40) vidime vysledky resazurinového
testu.
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Tabulka 4: Antimikrobidlna aktivita tymolu ([++++] 100 — 80%; [+++] 79 — 50%; [++] 49 — 30%;
[+] 29— 0%; [-] menej ako 0%)

¢ (mg/ml) Cutibacterium acnes | Staphylococcus epidermidis Escherichia coli
8,000 ++++ ++++ ++++
2,860 ++++ ++++ ++++
1,020 ++++ ++++ ++++
0,360 ++++ ++++ ++++
0,130 S ++++ ++++
0,050 +++ S +
0,017 ++ +++ +
0,006 + +++ -

Ako mézeme vidiet, MICgo tymolu pre C. acnes bola stanovena na 0,130 mg/ml. V tabulke
tiez mozeme vycitat, zev pripade baktérie S. epidermidis bola MICgy stanovena
na 0,050 mg/ml. Pri nizSich testovanych koncentraciach ako je MICso bola tiez preukazana
vysokd inhibi¢na ucinnost tymolu na S. epidermidis. UE. coli sa MICsy nachadza
pri koncentracii tymolu 0,130 mg/ml. Pri koncentracii 0,006 mg/ml a nizSej uz nemal tymol
na rast E. coli ziadny vplyv.
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CC 0,006 0,017 0,050 0,130 0,360 1,020 2,860 8,000
Koncentracia tymolu (mg/ml)

Obrazok 40: Viabilita mikrobidlnych buniek po posobeni tymolu (CC = kontrola buniek)

V grafe (Obrazok 40) vidime vysledky resazurinového testu. Bola vypocitana viabilita
mikrobialnych buniek pri vSetkych testovanych koncentraciach. U vSetkych mikroorganizmov
mozeme pozorovat' vyraznejsi narast viability buniek pri koncentracii nizSej ako je MICso
stanovend diluénou metddou. Najnizs§iu viabilitu pri  pouziti tymolu pozorujeme
u S. epidermidis. V rozmedzi testovanej koncentracnej rady viabilita S. epidermidis nepresiahla
ani 65 %. Vysledky resazurinového testu koreluju s vysledkami bujénovej dilu¢nej metody
(Tabulka 3).
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5.7.1.3 Karvakrol
V tabulke (Tabulka 5) mdzeme najst’ porovnanie antimikrobialnej aktivity karvakrolu voci
testovanym mikroorganizmom. Boli pripravené koncentratné rady karvakrolu a zistena
MICso [78]. V grafe (Obrazok 41) dalej najdeme zobrazenie viability buniek pomocou
resazurinového testu.

Tabulka 5: Antimikrobidlna aktivita karvakrolu ([++++] 100 — 80%; [+++] 79 — 50%;
[++]49—30%; [+] 29 — 0%; [-] menej ako 0%)

¢ (mg/ml) Cutibacterium acnes Staphylococcus epidermidis Escherichia coli

8,000 ++++ ++++ ++++
2,860 ++++ ++++ ++++
1,020 ++++ ++++ ++++
0,360 S ++++ ++++
0,130 +++ ++++ ++++
0,050 ++ S +++
0,017 + ++ +

0,006 + ++ +

Vo vyhotovenej tabulke moézeme vidiet, ze MICgo u karvakrolu pre C. acnes bola stanovena
na 0,360 mg/ml. Dalej pre baktériu S. epidermidis tato hodnota ¢ini 0,050 mg/ml. Inhibicia
rastu z viac ako 80 % karvakrolom u E. coli nastava pri koncentracii 0,130 mg/ml.
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CC 0,006 0,017 0,050 0,130 0,360 1,020 2,860 8,000
Koncentracia karvakrolu (mg/ml)

Obrazok 41: Viabilita mikrobidlnych buniek po posobent karvakrolu (CC = kontrola buniek)

K vyraznému narastu buniek E. coli dochadza az u koncentracie 0,050 mg/ml. V pripade
C. acnes dochadza k zvySeniu viability u koncentracie karvakrolu 0,130 mg/ml a u baktérie
S. epidermidis je to koncentracia 0,017 g/ml. Aj napriek tomu, ze resazurinovy test a bujonova
dilu¢na metdda st zalozené na inom principe merania, vysledky uvedené v tabul'ke (Tabul'ka 4)
koreluju s grafom viability buniek zobrazenym vysSie (Obrazok 41).
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5.7.1.4 Eugenol
Tabul'ka uvedena nizSie (Tabulka 6) zobrazuje koncentracni radu eugenolu, ktora bola
otestovana voci 3 baktériam. Vysledky resazurinového testu vidime v grafe (Obrazok 42).

Tabulka 6: Antimikrobidina aktivita eugenolu ([+~+++] 100 —80%; [+++] 79— 50%; [++] 49 — 30%;
[+] 29— 0%; [-] menej ako 0%)

¢ (mg/ml) Cutibacterium acnes Staphylococcus epidermidis Escherichia coli
8,000 ++++ ++++ ++++
2,860 ++++ ++++ ++++
1,020 AFFaEE AFFaEE +++
0,360 +++ +++ -
0,130 + ++ -
0,050 - + -
0,017 - + -
0,006 - - -

V pripade eugenolu su hodnoty MICsgo vyssie ako tomu bolo u zvy$nych dvoch testovanych
latok. Pre baktériu C. acnes bola tato koncentracia stanovend na 1,02 mg/ml. Rast
S. epidermidis je mozné z viac ako 80 % inhibovat' eugenolom o koncentracii 1,02 mg/ml.
U E. coli hodnota MICso dosahuje az 2,86 mg/ml.

120 7 = R —— S - -

100 + C. acnes

E. coli
80 T el

= = S. epidermidis
60 T
40 1
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Viabilita mikroorganizmov (%)
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CC 0,006 0,017 0,050 0,130 0,360 1,020 2,860 8,000
Koncentracia eugenolu (mg/ml)

Obrazok 42: Viabilita mikrobidlnych buniek po pésobeni eugenolu (CC = kontrola buniek)

Z grafu (Obrazok 42), ktory zobrazuje viabilitu buniek pri vystaveni eugenolu, mézeme vidiet,
ze namerané¢ hodnoty sa zhoduju s hodnotami uvedenymi v tabulke vysSie (Tabulka 6).
U C. acnes sme zaznamenali vyrazne]si narast viability pri koncentracii eugenolu 0,36 mg/ml,
u E. coli pri koncentracii 1,020 mg/ml a u S. epidermidis je to koncentracia 0,36 g/ml.

Pri porovnani v8etkych aktivnych latok zistime, ze tymol a karvakrol vykazuji voci testovanym
mikroorganizmom podobne vysoku antimikrobialnu aktivitu. Eugenol sa vSak li§i vyraznejsie.
Na inhibiciu rastu mikroorganizmov bolo potrebné pouzit vyssie koncentracie aktivnej latky.
Preto mdzeme konstatovat, ze eugenol ma najnizsi antimikrobialny u¢inok spomedzi tychto
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troch aktivnych latok. Olasupo N.A. a kol. zistili, ze tymol a karvakrol vykazuja voci E. coli
priblizne rovnaku antimikrobialnu aktivitu, no v pripade eugenolu je na inhibiciu rastu tejto
baktérie potrebna vyssia koncentracia [85].

Vsetky otestované aktivne latky boli do urcitej koncentracie preukazané ako ucinné
antimikrobialne latky. Preto by mohli byt pouzité v kozmetickych vyrobkoch ako konzervanty
a zaroven tiez k liecbe koznych ochoreni, ako napriklad akné. Je vSak potrebné zabezpecit,
aby tieto latky posobili iba v mieste potreby a neovplyviiovali aj okolity kozny mikrobiom.
Pre tento el by boli potrebné rozsiahlejsie testy.

5.7.2 Antimikrobiilna aktivita PHB nanovlakien

Nanovléakna boli pripravené metddou forcespinningu zo 4 % roztoku PHB na zaklade postupu
v kapitole 4.6. Antimikrobialna aktivita funkcionalizovanych nanovlakien a tiez Cistych vlakien
bola otestovana podla postupu v kapitole 4.12.1.2. Boli otestované nanovlakna o velkosti
10 ml aj 20 ml, vzdy v triplikatoch. Do kazdého vlakna bolo pridanych 10 % aktivnej latky
z pevného podielu PHB. K tomuto stanoveniu bola vyuzitd bujonova dilu€na metoda
v 24 —jamkovej mikrotitracnej dosticke. Resazurinovy test bol uskutocneny podla postupu
popisaného v kapitole 4.12.2.
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Obrazok 43: Antimikrobialna aktivita PHB nanovidkien s enkapsulovanymi aktivnymi latkami voci
bakteérii E. coli

V grafe (Obrazok 43) vidime antimikrobialny uc¢inok vSetkych testovanych aktivnych latok
enkapsulovanych do nanovlékien a taktiez ucinok nanovlékien bez pridavku ucinnej latky.
Najvyssiu antimikrobidlnu aktivitu vo€i E.coli vykazuji nanovldkna funkcionalizované
karvakrolom, ktoré boli pripravené z 20 ml PHB, a to 67,17 + 1,06 %. Naopak najnizsi uc¢inok
mali vlakna o objeme 10 ml s enkapsulovanym eugenolom, ato 39,97 + 1,22 %. Mozeme
pozorovat, ze Cisté nanovlakna nemaju vplyv na inhibi¢ny ucinok samotnych aktivnych latok,
pretoze nemaju skoro ziaden antimikrobialny tc¢inok.
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Obrazok 44: Viabilita baktérie E. coli po pésobeni PHB nanovldkien s enkapsulovanymi aktivnymi
latkami

Graf (Obrazok 44) zobrazuje vysledky resazurinového testu. Test je zalozeny na merani
metabolickej aktivity buniek. Ako vidime, tieto vysledky koreluja s datami ziskanymi pomocou
bujénovej diluénej metddy (Obrazok 43). K mensim odchylkam mo6ze dochadzat' z dévodu,
ze bujonova dilu¢na metdda je zalozend na odliSnom principe merania. U tejto metddy je
merany zakal spdsobeny pritomnostou mikroorganizmov. V niektorych pripadoch ale moze
dojst’ k tomu, zZe baktérie zostavaju intaktné, no uz nie su ziveé.

100 T

90 -+ I
80 T+ :[
70 T
60 7 Tymol
N1 Eugenol
0T * = m Karvakrol
23 : u Cisté nanovldkna
10 +
0 } i
10 20

Velkost’ vlakien (ml)

Antimikrobialna aktivita (%)

Obrazok 45: Antimikrobialna aktivita PHB nanovidkien s enkapsulovanymi aktivaymi latkami voci
baktérii S. epidermidis

Na obrazku vyS§sie (Obrazok 45) vidime antimikrobialnu aktivitu enkapsulovanych latok
do nanovléakien a tiez Cistych vlakien voci S. epidermidis. Tymol a karvakrol v nanovlaknach
vykazuji voci tejto baktérii vysoku antimikrobialnu aktivitu. Najvy$Siu hodnotu sme
zaznamenali u enkapsulovaného karvakrolu do 10 ml nanovlakien, ato 92,03 + 0,12 %.
V pripade eugenolu je vSak antimikrobialna aktivita nizSia. Ak porovname medzi sebou
nanovlakna s aktivnymi latkami pripravené z 10 ml PHB s nanovlaknami o objeme PHB 20 ml,
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zistime, ze ich antimikrobidlny uc¢inok je porovnatel'ne vysoky. Na grafe tiez pozorujeme,
ze Cisté nanovlakna nemaju vplyv na ac¢inok aktivnych latok.
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Obrazok 46: Viabilita baktérie S. epidermidis po pésobeni PHB nanovldkien s enkapsulovanymi
aktivnymi latkami

Hodnoty viability stanovené resazurinovym testom u S. epidermidis st uvedené v grafe vyS§sie
(Obrazok 46). Pri porovnani s grafom, ktory bol zostaveny na zaklade merania zakalu dilu¢nou
metddou (Obrazok 45) mozeme vidiet, ze doslo k uritym rozdielom oproti vysledkom
resazurinového testu, a to hlavne u thymolu a nanovlakien bez aktivnych latok. To moze byt
sposobené intaktnostou buniek, ktoré sa vyskytovali vjamdckach pri merani zakalu,
no uz neboli zivé. Kdezto u resazurinového testu meriame metabolicku aktivitu a tej st schopné
len zivé bunky.
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Obrdazok 47: Antimikrobidlna aktivita PHB nanovldkien s enkapsulovanymi aktivnymi ldtkami voci
baktérii C. acnes
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Graf (Obrazok 47) zobrazuje antimikrobialnu aktivitu funkcionalizovanych nanovlakien voci
baktérii C. acnes. Nanovlakna pripravené z 20 ml PHB vykazuju vyssi antimikrobialny u¢inok
ako 10 ml nanovlékna, a to najmé u karvakrolu. Ako sme si overili v kapitole 5.3.2 z vlakien
s pridanych objemom PHB 20 ml sa dokaze uvolnit vy$sie mnozstvo karvakrolu ako z 10 ml
nanovlakien. Je to pravdepodobne spdsobené viacsim adsorpnym povrchom vlakien
atiez vacSim povrchom, ktory modze reagovat s prostredim. NajvySSia zaznamenana
antimikrobialna aktivita karvakrolu voci C. acnes predstavuje 82,99 + 4,80 %.

120 T
100 +
I Tymol
Eugenol
Karvakrol
_ = Cisté nanovlakna
=
0 } i
10 20

Velkost vlakien (ml)

[ee]
(e}
!

T

Viabilita C. acnes (%)
B [N
() o

[\
(e}
!

T

Obrazok 48: Viabilita baktérie C. acnes po pdsobeni PHB nanovidkien s enkapsulovanymi aktivnymi
latkami

Viabilita buniek zobrazena v grafe vyssie (Obrazok 48) potvrdzuje vysledky ziskané bujonovou
diluénou metddou. K mensim odchylkam doslo v dosledku toho, Ze resazurinovy test a dilu¢na
metoda su zalozené na odliSnom principe merania. Vysoka viabilita u ¢istych nanovlakien moze
byt spdsobena tym, ze PHB podporuje rast baktérii. Mikroorganizmy dokazu vyuzivat PHB
ako zdroj uhlika a energie [86].

Na zéklade tychto zisteni mdzeme konStatovat, ze takto pripravené PHB nanovlakna
s enkapsulovanymi antimikrobialnymi latkami vykazuju vysoku antimikrobidlnu aktivitu.
Mohli by byt teda pouzité pri vyrobe pletovych masiek pre liecbu akné a inych ochoreni koze.
DalSou moznostou je ich pouZitie v naplastiach na akné, ktoré urychluju hojenie, Ze znizuju
riziko §irenia infekcie.

5.7.3 Antimikrobialna aktivita lipozomov

Lipozémy boli pripravené na zaklade postupu v kapitole 4.9. Antimikrobialna aktivita bola
otestovana podl'a postupu v kapitole 4.12.1.3. Testované aktivne latky vykazovali najlepsiu
enkapsulacnu ucinnost’ do lipozomov pri koncentracii 0,25 mg/ml. Preto sme u karvakrolu tuto
koncentraciu pouzili aj k otestovaniu antimikrobialnej aktivity lipozomov. U tymolu boli vSak
pouzité lipozémy o koncentracii aktivnej latky 1 mg/ml, ako v predchadzajucich
experimentoch. U eugenolu sme pri testovani antimikrobialnej aktivity samotnej latky zistili
(kapitola 5.7.1.4), ze koncentracia 0,25 mg/ml by nebola dostato¢na pre inhibiciu rastu
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pouzitych baktérii. Pre stanovenie antimikrobialnej aktivity lipozomov s eugenolom bola
preto pouzita koncentracia 1 mg/ml. Antimikrobidlna aktivita bola zmerana po 24 hodinach
a tiez po 48 hodinach inkubacie.

5.7.3.1 Lipozomy s enkapsulovanym tymolom

V tabulke (Tabulka 7) vidime antimikrobiadlny ucinok lipozémov, do ktorych bol
enkapsulovany tymol. Do prvej jamdcky bolo pridané mnozstvo lipozémov s koncentraciou
tymolu 1 mg/ml, ktoré predstavuje 100 % z celkového pridaného objemu. Toto mnozstvo Castic
bolo nasledne s kazdou d’alSou jamdckou nariedené dvakrat.

Tabulka 7: Antimikrobidlny ucinok lipozomov s enkapsulovanym tymolom ([++++] 100 —80%; [+++]
79— 50%; [++]49 —30%; [+] 29 — 0%, [-] menej ako 0%)

v M,HOiSt.V ° Cas inkubacie (h) | Cutibacterium acnes Stap .hy loa.)c.cus Escherichia coli
Castic (obj. %) epidermidis
100,00 ++ ++++ ++++
50,00 + ++ ++
25,00 - ++ +
12,50 24 - + -
6,25 - - -
3,13 - - -
1,56 - - -
100,00 + ++ ++++
50,00 - ++ ++
25,00 - ++ -
12,50 48 - - -
6,25 - - -
3,13 - - -
1,56 - - -

Po 24 —hodinovej inkubacii bol uS. epidermidis atiez E. coli zaznamenany vysoky
antimikrobialny uc¢inok lipozomov s tymolom pri pridavku 100% z celkového mnozstva
lipozomov. Konkrétne bol tento ucinok uS. epidermidis 99,50 2,50 % auE. coli
96,56 + 0,62 %. Pri baktérii C. acnes uz antimikrobialna aktivita nedosahovala tak vysokych
hodnét (39,07 5,20 %). Vo vSetkych pripadoch nasledne dochadzalo k znizovaniu
antimikrobialnej aktivity s klesajicim zastipenim lipozomov v jamdcke.

Predizena inkubacia dostiGiek na 48 hodin vo vélsine pripadov spdsobila zniZenie
antimikrobialnej aktivity lipozomov s enkapsulovanym tymolom. Iba v pripade baktérie E. coli
pri  100% mnozstve Castic mozeme pozorovat vysoky antimikrobidlny U¢inok,
at0 92,06 = 3,89 %. Rovnako pri najvy$Som zastipeni Castic (100 %) je u S. epidermidis
aktivita tymolu v lipozomoch uz mensia ako 50 % (44,89+5,43 %) au C. acnes je
antimikrobialna aktivitauzlen 13,46 + 2,51 %.

Mozeme vidiet, ze pri zvySeni Casu inkubacie doSlo k znizeniu antimikrobialneho ucinku
lipozomov s enkapsulovanym tymolom. Mohlo k tomu ddjst’ z dévodu, ze tymol postupom
Casu vplyvom svetla degraduje, ako sme si to overili v kapitole 5.5.
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5.7.3.2 Lipozomy s enkapsulovanym karvakrolom

V tabulke (Tabulka 8) je uvedena antimikrobialna aktivita karvakrolu po 24 hodinach
a 48 hodinach inkubacie. Do lipozomov bola enkapsulovana koncentracia karvakrolu
0,25 mg/ml.

Tabulka 8: Antimikrobidlny ucinok lipozomov s enkapsulovanym karvakrolom ([++++] 100 — 80%;
[+++]79—50%; [++] 49 — 30%; [+] 29 — 0%; [-] menej ako 0%)

Mnozstvo Staphylococcus
Castic (obj. %) epidermidis

100,00 - + +
50,00 - - -
25,00 - - -
12,50 24 - - -
6,25 - - -
3,13 - - -
1,56 - - -
100,00 - +++ +
50,00 - ++ -
25,00 - - -
12,50 48 - - -
6,25 - - -
3,13 - - -
1,56 - - -

Cas inkubicie (h) | Cutibacterium acnes Escherichia coli

Z tabul'ky (Tabulka 8) mozeme vidiet, ze lipozémy s enkapsulovanym karvakrolom nemali na
baktériu C. acnes ziadny antimikrobialny vplyv. Koncentracia karvakrolu 0,25 mg/ml
v lipozémoch nebola pravdepodobne dostatocnd na inhibiciu rastu tejto baktérie. U baktérie
S. epidermidis a tiez E. coli vidime po 24 — hodinovej inkubacii urcity antimikrobialny Gcinok,
no nepresiahol ani 30 %. Antimikrobialna aktivita pri 100% mnozstve Castic voci S. epidermidis
Cinila 11,70 £ 0,81 % a voci baktérii E. coli 17,58 £ 0,71 %.

V pripade 48 — hodinovej inkubacie m6zeme pozorovat' zvySenie antimikrobialnej aktivity voci
S. epidermidis. Koncentracia karvakrolu 0,25 mg/ml inhibovala rast tejto baktérie s viac
ako 50% ucinnostou (68,11 + 3,00 %).

5.7.3.3 Lipozomy s enkapsulovanym eugenolom

V tabulke (Tabulka 9) je popisany antimikrobialny ucinok lipozémov s enkapsulovanym
eugenolom na testované mikroorganizmy. Eugenol bol do lipozomov enkapsulovany
o koncentracii 1 mg/ml.
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Tabulka 9: Antimikrobialny icinok lipozomov s enkapsulovanym eugenolom ([++++] 100 — 80%;
[+++]79—50%; [++] 49 — 30%; [+] 29 — 0%; [-] menej ako 0%)

Mnozstvo Staphylococcus
Castic (obj. %) epidermidis

100,00 - - +
50,00 - - -
25,00 - - -
12,50 24 - - -
6,25 - - ;
3,13 - - -
1,56 - - -
100,00 - - +
50,00 - - -
25,00 - - -
12,50 48 - - -
6,25 - - ;
3,13 - - -
1,56 - - -

Cas inkubicie (h) | Cutibacterium acnes Escherichia coli

Ako mozeme vidiet' enkapsulovany eugenol do lipozémov nevykazuje ziadnu antimikrobialnu
aktivitu voci baktériam S. epidermidis a C. acnes. Vel'mi nizka antimikrobialna aktivita bola
pozorovand iba v pripade baktérie E.coli po 24 hodinach (23,50 + 0,54 %)
atiez po 48 hodinach (17,30 £ 0,69 %). Tento vysledok bol vopred ocakavany,
ked’ze koncentracia eugenolu 1 mg/ml, nie je dostatocna pre inhibiciu rastu tychto baktérii
(kapitola 5.6.1.3). K tomuto vysledku tiez prispel aj fakt, ze pri tejto koncentracii vykazuje
eugenol nizku enkapsulacnt ucinnost’ do lipozémov (kapitola 5.4.1).

Pri porovnani vSetkych aktivnych latok mézeme vidiet', ze najvysSiu antimikrobialnu aktivitu
u lipozomov vykazuje enkapsulovany tymol a naopak najhorSie vysledky boli dosiahnuté
v pripade eugenolu. Bolo by preto vhodné podporit’ antimikrobialnu aktivitu tychto latok
vytvorenim synergii s inymi aktivnymi latkami.

5.8 Moznosti aplikacie funkcionalizovanych nanomaterialov

V tejto praci boli otestované prirodné latky, ktoré vykazovali antioxidacné a antimikrobialne
ucinky. Antioxidacné latky dokazu vychytavat vol'né kyslikové radikaly a spomalit’ tak proces
starnutia koze, Co je v kozmetickom priemysle ziaduca vlastnost’ [3]. Samotné aktivne latky
by zarovent mohli posobit ako konzervanty v kozmetike, vdaka ich antimikrobidlnym
vlastnostiam. Pri enkapsulécii aktivnych latok do nanomateriadlov by sme mohli zvysit ich
stabilitu, zlepsit' penetraciu do pokozky, ochranu proti UV ziareniu atiez celkova kvalitu
kozmetického produktu [2]. Funkcionalizované nanovldkna by mohli byt pouzité pri vyrobe
produktov na plet ¢i iné Casti tela za ucelom liecby koznych ochoreni ako je akné, ekzém a iné.
Dalej by si mohli najst svoje vyuzitie tiez v naplastiach na akné, kedy by dochadzalo
k urychleniu procesu hojenia tym, ze by zabranovali Sireniu infekcie. Zaroveni sme zistili,
ze k uvol'novaniu latok dochadza postupne, Co znamena, ze by tieto produkty mohli posobit
v rozsahu niekol’ko hodin. Nanocastice s enkapsulovanymi antimikrobialnymi latkami
by mohli byt vyuzivané napriklad ako konzervanty v kozmetickych produktoch.
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DalSou z moznych aplikacii nanomaterialov je distribtcia lie¢iv. Otestovali sme, Ze pripravené
lipozomy vykazuju vysoku stabilitu. Nanoenkapsulaciou lieCiva by sme teda mohli zabranit
predcasnej degradacii latok a tiez neziadtiicim interakciam. Dosiahli by sme dorucenie latky
priamo na miesto urcenia a teda zlepSenie pozadovaného ucinku [28].
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6 ZAVER

Predlozena bakalarska praca sa zaobera pripravou a charakterizaciou funkcionalizovanych
nanomaterialov. Dalej sa zameriava na antimikrobialne u¢inky samotnych latok, ktoré boli
enkapsulované do nanovléakien a nanocastic, a taktiez na antimikrobialnu aktivitu pripravenych
nanomateridlov. Cielom tejto prace je vytvorenie produktov, ktoré by bolo mozné pouzit
v kozmetickom priemysle, ¢i uz na lie€bu roznych koznych ochoreni alebo ako konzervacné
latky v kozmetike.

U samotnych aktivnych latok bol otestovany ich antioxidacny ucinok a obsah polyfenolov.
Najvyssiu  antioxidaénu  aktivitu zo  §tudovanych latok  vykazoval eugenol,
ato 359,72+ 7,59 pug/g. Najvyssi obsah polyfenolov bol zisteny taktiez u eugenolu
(4,12 £ 0,24 mg/g).

Nanovléakna pripravené z PHB boli otestované z hl'adiska postupného uvoliiovania aktivnych
latok. Vo vSeobecnosti bolo najviacsie mnozstvo aktivnej latky uvolnené z nanovlakien
obsahujucich eugenol. Najvyssie zaznamenané mnozstvo uvol'neného eugenolu bolo v pripade
nanovlakien pripravenych z 20 ml PHB do fyziologického roztoku po 24 hodinach
(91,94 + 4,74 %). U nanovlakien funkcionalizovanych tymolom sme pozorovali najvyssiu
hodnotu uvol'neného mnozstva po 24 hodinach u 20 ml nanovlakien do fyziologického roztoku
(75,47 + 3,34 %). Karvakrol sa v najvysSej miere dokdzal uvolnit' z nanovlakien o objeme
PHB 20 ml po 8 hodinach do destilovanej; vody (88,78 £3,16 %). Ak porovname 10 ml
nanovlakna a 20 ml nanovlakna, vy$§ie mnozstvo latky sa uvolniovalo znanovlakien
pripravenych z 20 ml PHB, kvdli va¢siemu adsorpénému povrchu.

Boli tiez pripravené nanovldkna zchitozanu a polyamidu s kyselinou mravcou
ako rozpustadlom. Takto syntetizované vlakna vSak nemali idealnu povahu pre naSe aplikacie.
Tuto metddu bude teda potrebné este d’alej optimalizovat,, napriklad pouzitim iného pomeru
chemikalii ¢i inej metddy pre zvlakiiovanie.

Funkcionalizované lipozoémy, pripravené metodou sonifikéacie, boli charakterizované pomocou
merania ich enkapsulacnej UcCinnosti, vel'kosti a stability. Najlepsiu enkapsulacnt Uc¢innost’
vykazovali lipozomy pri koncentracii aktivnej latky 0,25 mg/ml. Velkost pripravenych
lipozomov sa zvécsila po pridavku aktivnej latky. Vel'kost’ prazdnych lipozomov sme stanovili
na 170,90 + 1,63 nm. U lipozémov s enkapsulovanymi aktivnymi latkami sa ich velkost
pohybovala v rozmedzi od 184,50 + 6,46 nm az 243,07 = 7,83 nm. Index polydisperzity
dosahoval u funkcionalizovanych lipozémov hodnoty v rozmedzi
0od 0,18+ 0,02 az 0,25+ 0,01. Takto pripravené lipozomy mobzeme teda povazovat
za uniformné. Lipozomy tiez vykazovali vysoka stabilitu hned po priprave, ato najméi
v prostredi fyziologického roztoku. Predpokladame, ze vysSia stabilita u fyziologického
roztoku je spOsobena pritomnostou idénov v dosledku obsahu NaCl. Destilovanad voda
neobsahuje ziadne 16ny a Castice s neutralnym povrchovym nabojom vykazuja nizsiu stabilitu
[83]. Po 1 tyzdni a tiez 1 mesiaci boli lipozomy charakterizované ako nad’alej stabilné.

Nasledne bolo merané aj postupné uvolfiovanie z nanocastic, kedy sme zaznamenali najvyssie
uvol'nené mnozstvo aktivnej latky u karvakrolu, a to do fyziologického roztoku po 48 hodinach
(55,39 +2,39%). V pripade thymolu sa najviac latky uvol'nilo uz po 8 hodinach do destilovane;j
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vody (38,71 + 0,34 %). U eugenolu doslo k uvol'neniu najvyssieho mnozstva po 8 hodinach
do fyziologického roztoku, konkrétne 47,02 + 8,44 mg/ml.

Dalsim cielom tejto prace bolo otestovanie antimikrobialnej aktivity samotnych latok
a funkcionalizovanych nanomaterialov. U tymolu sme stanovili MIC pre C. acnes a E. coli
na 0,130 mg/ml. V pripade S. epidermidis tato hodnota ¢ini 0,050 mg/ml. U karvakrolu boli
tieto hodnoty pre S. epidermidis a E. coli rovnaké ako u tymolu. Lisi sa vSak MIC karvakrolu
pre baktériu C. acnes, ktora predstavuje 0,36 mg/ml. Eugenol vykazoval nizsiu antimikrobialnu
aktivitu, pretoze MIC pre C. acnes a S. epidermidis predstavovala 1,020 mg/ml a pre E. coli
to bola koncentracia az 2,860 mg/ml.

V pripade antimikrobidlnej aktivity nanovlakien dosahovali najvac§i ucinok nanovlakna
funkcionalizované karvakrolom voci vSetkym testovanym baktériam. Najvyssia hodnota
zaznamenana pri enkapsulovanom karvakrole bola u 10 ml nanovlékien voci S. epidermidis
(92,03 + 0,12 %). Vo vSeobecnosti sme vSak pozorovali vysSiu aktivitu u nanovlakien
pripravenych z 20 ml roztoku PHB nez u 10 ml vlédkien. To moze byt dosledkom viacsieho
adsorpcného povrchu vlakien a tiez vacsieho povrchu, ktory méze reagovat’ s prostredim.

Antimikrobialna aktivita bola testovana tiez u lipozomov s aktivnymi latkami, ktoré obsahovali
I mg/ml tymolu aeugenolu, a 0,25 mg/ml karvakrolu. U lipozomov s enkapsulovanym
tymolom bola najvysSia antimikrobidlna aktivita viditelna po 24 —hodinovej inkubacii voci
S. epidermidis (99,50 + 2,50 %). Po prediZeni ¢asu inkubacie na 48 hodin doslo v pripade
tymolu k poklesu antimikrobialnej aktivity. Lipozomy s karvakrolom dosiahli najvyssi
zaznamenany uc¢inok az po 48 hodinach (68,11 + 3,00 %), a to voci baktérii S. epidermidis.
Najnizsi antimikrobialny uc¢inok vykazoval enkapsulovany eugenol, kedy sme mohli pozorovat’
inhibiciu rastu iba u baktérii E. coli. Po 24 hodinach inkubacie bol ucinok eugenolu stanoveny
na 23,50 + 0,54 %. Koncentracia eugenolu 1 mg/ml nebola dostato¢na pre inhibiciu rastu
baktérie C. acnes ani S. epidermidis.

U cistych aktivnych latok, nanovlakien a tiez nanocastic bol vykonany aj resazurinovy test,
ktory vo vacsine pripadov potvrdil vysledky dosiahnuté bujonovou dilu¢nou metédou. Mensie
odchylky mozu byt spdsobené tym, ze tieto dve metoddy su zalozené na odliSnom principe
merania.

V budtcnosti by bolo mozné zamerat’ sa na vyuzitie pripravenych materialov pri priprave
kombinovanych nanomaterialov so synergistickym u¢inkom. Bolo by mozné vytvorit’ synergie
funkcionalizovanych nanovlakien v spojeni s nanocCasticami alebo tiez synergisticky ucinok
samotnych aktivnych latok. Predpokladame ich potenciadlne vyuzitie v kozmetickom priemysle.
U funkcionalizovanych nanovlakien to mézu byt napriklad pletové masky s antimikrobidlnym
a antioxidaCnym ucinkom alebo naplasti na akné, ktoré by urychl'ovali hojenie. Nanocastice
s enkapsulovanymi aktivnymi latkami mozu byt pouzité ako konzervanty v kozmetickych
produktoch.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS™ 2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)
BC Bakterialna celuloza

BHI Brain Heart Infusion Broth

DLS Dynamicky rozptyl svetla

DNA Deoxyribonukleova kyselina
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

FS Forcespinning

LB Lysogeny Broth

MIC Minimalna inhibi¢na koncentracia
NC Nanocastice

NV Nanovlakna

Pdl Index polydisperzity

PEO Polyetylénoxid

PHB Polyhydroxybutyrat

PVA Polyvinylalkohol

THF Tetrahydrofuran

uv Ultrafialové ziarenie
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