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Abstrakt

Tato bakalafska prace byla zaméfena na studium antimikrobidlnich vlastnosti ptirodnich
extraktd a jejich naslednou aplikaci. Vyzkum byl soustfedén na predevsim na antioxidaéni
a antimikrobialni aktivitu rostlinnych extrakti a liposomovych ¢astic s jejich obsahem.
Teoreticka Cast prace byla zaméfena na tématiku ptirodnich antimikrobiédlnich a antioxida¢nich
latek, problematika rezistence bakterii, a taktéz sezndmeni s pouzitymi bylinami,
charakteristika gelll a liposomu.

V experimentalni Casti prace byly charakterizovany tii typy extrakti (vodné, ethanolové
a olejové), které byly pfipraveny z 10 ruznych rostlin. Stanoven byl obsah fenolickych latek,
flavonoidl a antioxidaéni I antimikrobialni aktivity.

Nasledné byly ze vSech extraktt pfipraveny liposomy, u nichz byla stanovena velikost,
stabilita, enkapsula¢ni G¢innost, antioxida¢ni a antimikrobialni aktivita. Distribuce velikosti
byla §iroka, avsak z hlediska méteného zeta potencialu byla vétSina ¢astic stabilnich. VSechny
ptipravené extrakty a liposomy s jejich obsahem byly testovany na jejich antimikrobialni
aktivitu. Testy byly provedeny na grampozitivnim kmeni Micrococcus luteus
a gramnegativnim kmeni bakterii Serratia marcescens. Proti obéma kmentum byly neju¢inné;jsi
olejové extrakty eukalyptu a jedle, také olejovy extrakt hiebicku, spolu s vodnymi extrakty
vysokou antimikrobialni aktivitu. Na zavér byly extrakty a liposomové castice aplikovany
do geld, které mohou nalézt své vyuziti ve farmaceutickém prumyslu, jako alternativa zevné
vyuzivanych antibiotik, nebo v primyslu kosmetickém.

Kli¢ova slova
Antimikrobialni aktivita, enkapsulace, liposomy, gely, rostlinné extrakty



Abstract

This bachelor thesis was focused on studying antimicrobial effects of natural plant extracts
and their subsequent application. The research was mainly focused on the antioxidant
and antimicrobial activity of plant extracts and liposomal particles with their contents.
Theoretical part of thesis was focused on the topic of natural antimicrobial and antioxidant
substances, problems with bacterial resistance as well as describing features and attributes
of used herbs, and characterization of gels and liposomes.

Within the experimental part of thesis, three types of extracts (aquatic, ethanol and oil),
prepared from 10 different types of plants, were described. The content of phenolic, flavonoid
substances, also antioxidant and antimicrobial activity were then determined.

After that, the contents of all extracts were encapsulated into liposomes, and size, stability,
encapsulation activity, also antioxidant and antimicrobial activity of those liposomes were
determined. The size distribution was wide, but in terms of the measured zeta potential, most
of the particles were stable. All prepared extracts and liposomes containing them were tested
for their antimicrobial activity. The tests were performed on a gram-positive genus
of Micrococcus luteus and a gram-negative type of Serratia marcescens. The most effective oil
extracts against both species were eucalyptus and fir, as well as oil extract of cloves, along with
aqueous extracts of mustard seeds, cloves and juniper, or ethanol extract of anise which also
has high antimicrobial effects. Finally, these extracts and liposomes were applied into the gels,
which could be found useful in the pharmaceutical industry, as an alternative to externally used
antibiotics, or in the cosmetic industry.
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1 UVOD

Béhem zivota se kazdy Clovek setkd s bakteridlnimi infekcemi, jak uz u sebe samotného,
tak i u ¢loveka jemu blizkého. Bakteridlni infekce patii k nejcastéjsim onemocnénim.

Medicina se naucila proti bakteridlnim, 1 jinym typtm infekci branit, dokazala je zneSkodnit
pomoci antibiotik. Antibiotika jsou latky s protizanétlivym charakterem, které dokézi
onemocnéni potlacit, ¢i Gplné zni¢it. AvSak stejné jako moderni medicina, tak i bakterie
se dokazi velmi rychle vyvijet, proto dokazi mikroorganismy ziskat rychle rezistenci vici
synteticky pfipravenym antibiotikiim. Z tohoto diivodu vyzkum k vyrob¢ antibiotik musi také
pokrocit dale.

Rostlinné organismy se uz odpradavna dokazaly branit proti mikroorganismim i proti UV
zateni. Proto se védci pii navratu K piirod¢€, rozhodli vyuzit tyto latky a nasledné je aplikovat
do kazdodennich zivoti v podob¢ kosmetiky, obohaceni potravin nebo ptirodnich antibiotik.

Pfirodni extrakty pifindsi Siroké spektrum vyhod. Na rozdil od synteticky pfipravenych
antibiotik nemaji tolik vedlejsich G¢inku, jako jsou bolest hlavy, nevolnost, stfevni potize,
nerovnovaha stfevni mikroflory, postizeni jater nebo ledvin. Sice mohou alergizovat, ale tim,
ze lidé jsou schopni zjistit na jaké typy latek, at’ uz ptirodni ¢i syntetické, jsou alergicti, budeme
schopni tuto slozku nahradit jinou pfirodni alternativou. Jako dalsi dilezity aspekt mizeme
vyzdvihnout snadné odbourdvani ptirodnich latek oproti syntetickym. Kdyz pfirodni slozka
neni dostatecné silnd, je mozné ji zkombinovat se syntetickym antibiotikem, které¢ maze bud’
ucinek znasobit, poptipade rostlina dokaze zredukovat negativni vliv na nase télo.

Diky moderni véd€ jsme schopni izolovat jednotlivé U¢inné slozky z rostlinnych extrakti,
nasledné je analyzovat, pfipadné aplikovat.

Bakalafska prace se zamé&fuje na praci s nejbéznéjsimi rostlinnymi G€innymi slozkami, tudiz
s polyfenoly a flavonoidy. Jedn4 se 0 nejCastéjsi antioxidanty s antimikrobidlnim ucinkem.
Tyto latky byly izolovany v podob¢ extrakti, jez byly nasledné zpracovany a testovany. Tyto
extrakty mohou byt snejvétsi pravdépodobnosti aplikovany do farmaceutického
a kosmetického primyslu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky jsou latky ucinkujici proti mikroorganismim, jako jsou bakterie,
houby, viry, paraziti. Tyto latky zahrnuji napt. antibiotika, chemoterapeutika, virostatika,
antivirotika, antiseptika aj. [1]. Tyto latky se vyznacuji schopnosti inhibovat rast téchto
mikroorganismi. D¢li se podle své aktivity na antibakteridlni, antiparazitické
a antivirové [2,3].

2.2 Prirodni antimikrobialni latky

Vétsina rostlin ma schopnost si vyrabét rizné chemické latky, které urcitym zplisobem
ovliviiuji zivé organismy, vyuzivaji Se napf. k obrané proti mikroorganismim, hmyzim
Skidctim, bylozravciim. Do této skupiny latek patii naptiklad fenolické latky a polyfenolické
slouceniny, také flavonoidy, silice nebo tfisloviny, které mohou mit vliv i na rostlinnou vini,
poptipad¢ zabarveni [3].

Tyto ucinné slozky rostlin se mohou vyskytovat v celé jeji struktufe, nebo jen v specifickych
¢astech, nadzemnich (kvéty, listy apod.) i podzemnich (koten, hliza apod.). Funkce slouc¢enin
je ovlivnéna strukturou, funkénimi skupinami, taktéz synergickymi a antagonickymi
interakcemi téchto komponent [3].

Podle u¢inku na bakterie miiZzeme antimikrobialni latky délit na baktericidni, kam se zatazuji
napf. B-laktamy, glykopeptidy nebo chinony, a bakteriostatické, mezi néz patii kuptikladu
makrolipidy, sulfonamidy ¢i tetracykly. Baktericidni latky bakterie usmrcuji, zatimco
bakteriostatické pouze inhibuji jejich rast. Dale tyto latky d€lime podle ucinku
na mikroorganismus, podle mista primarniho zasahu, kdy miize byt naruSena bunécné stény,
funkce cytoplazmatické membrany, syntéza nukleovych kyselin, proteosyntéza nebo syntéza
kyseliny listové [4].

2.3 Priklady prirodnich antimikrobialnich latek
Jakym zpisobem ucinkuji tyto antimikrobialni latky neni zcela znamo. Mechanismy
jsou velmi slozité [2].

2.3.1 Fytoncidy

Latky jako fytoncidy rostlinného ptivodu majici 1é¢ivé ucinky, byvaji oznacovana také jako
rostlinna antibiotika. Maji antimikrobidlni schopnosti, brani ristu mikroorganismu. Jedna
se o latky, které jsou toxické pro plisn€, bakterie a prvoky. Jsou to velmi u¢inné latky,
které se nachazi v rostlinnych pletivech vybranych druhti vyssich rostlin, kde plni obrannou
funkci [5].

Susenim se fytoncidy rozkladaji. Pfiklady mohou byt alicin, rizné silice, tomatin, lupulin,
azulen, akylisothiokyanaty [5,6].

Fytoncidy jsou zafazeny do skupin biocidl. Biocidni pfipravky jsou latky nebo smési,
které obsahuji jednu nebo vice ucinnych latek. Jsou urCeny k hubeni, odpuzovani
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a zneSkodnovani skodlivych organismu, zabranéni a regulaci jejich pisobeni jinym zptisobem
nez fyzickym nebo mechanickym ptisobenim [5,6].

Mezi 1éCiva, ktera obsahuji fytoncidy se fadi n€ktera antidiabetika (maji podpirny ucinek
pii 1é¢be cukrovky; G¢inna latka se vyskytuje napt. v listu borivky ¢erné, listu vachaty trojlisté,
se vyskytuji naptiklad v kvétu hefmanku pravého, mésicku Iékaiského, nati tiezalky
teCkované...), antihidrotika (latky snizujici poceni; u¢inna latka napt. v listu Salvéje 1¢karské,
nati yzopu I¢katského, v kiife dubu), antireumatika, antisklerotika, diaforetika a mnoho dalSich

[6].

2.3.2 Fenoly, polyfenoly, fenolové kyseliny

Fenoly se v organické chemii oznacuji jako slouceniny obsahujici hydroxylovou skupinu
pfimo navazanou na aromatické jadro. Oznacuji se jako analogy alkoholl se specifickymi
jako ochrana proti bylozravcim, dale v plodech bortvek, oStruzin, angrestu, rybizu, rozinek
a dal$ich (bohaté na flavonoidy). Do skupin rostlinnych fenolii patii napf. tfisloviny, derivaty
kurminu, prenylovanéflavonoidy, derivaty stilbenu. Tyto latky vyuZzivame jako vonné latky,
chutové latky (zptsobuji trpkou chut) a pfirodni barviva (chinony, flavonoidy apod.),
jako analgetika (kyselina salicylova), fenolova barviva maji barevnost od ¢ervené k tmavé
purpurové (zbarveni riznych plodu jako jsou jablka, bortivky, brusinky apod.) [2,7].

Polyfenoly jsou fenoly, které obsahuji vice nez jednu fenolovou jednotku v molekule.
Do této skupiny fadime estery kyseliny gallové, glukozy i jinych cukrt, lignany, flavonoidy,
tiisloviny a mnoho dalSich. Obecné se de€li na hydrolyzovatelné taniny
a fenylpropanoidy [2,7].

Je dokézano, Ze pocet hydroxylovych skupin ve struktuie felolovych molekul velmi tzce
souvisi s jejich antioxidacni a antimikrobialni aktivitou, také zvySena hydroxylce je pfimo
umérna jejich toxicité [2].

2.3.2.1 Flavonoidy

Jedna se o hydroxylované, aromatické, fenolické slouceniny, jejichz zéklad je heterocyklicka
slouCenina flavan. Flavan je tvofen dvéma benzenovymi kruhy, které jsou propojeny
heterocyklickym pyranem. Radime je mezi polyfenoly s velkou antioxidaéni a antimikrobialni
aktivitou. Pravdou je, Ze se svymi vlastnostmi velmi li$i od vétSiny polyfenolickych latek, proto
se misty zapisuji jako samostatnd skupina. Na antioxida¢ni aktivitu ma nejvétsi vliv pocet
a umisténi hydroxylovych skupin v molekule [2,8].

Jejich antimikrobialni aktivit se odviji od degradace bunécné st€ény mikroorganismu nebo jeji
rozruSovani. Tento dé&j zpisobuje interakce flavonoidl s extracelularnimi proteiny prave
V bunééné stén¢ mikroorganismu [2,8].

Mezi vyznamné zastupce patii naptiklad netoxicky rutin, riizné katechiny (z ¢ajovych listki).
Hojné se vyskytuji také ve vin€, v ¢okolade¢ (kakao), v bortivkach (rutin), citrusovych plodech
(citrin), v plodech ostropestiece marianského, ¢erného jetabu. Flavonoidy v ostruzinach maji
silné antioxida¢ni G€inky, stejn¢ jako v malinach, 1€kofici, Cerném rybizu, granatovém jablku,
olivach, rajcatech a mnoha dalsich [8,9,10].
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2.3.2.2 Trisloviny

Ttisloviny (taniny) patii do skupiny polymernich fenolovych sloucenin. Ttisloviny
se vyskytuji v potravinach rostlinného ptivodu. Reaguji s bilkovinami v ustni duting€ za vzniku
srazenin, které zptsobuji typickou trpkou chut’ [11,12].

Chemicky jsou dé¢leny na hydrolyzované (estery kyseliny galové, nazyvany
polygalloylestery), které se dale dé€li na gallotaniny (hydrolyzou vznika jen kyselina galova)
a ellagotaniny (vznika kyselina ellagova a pfipadné i1 kyselina galovd), a kondenzované
(polymery nékterych flavonoidnich latek). Kondenzované vznikaji kondenzaci monomernich
flavonoidu [11,12,13].

Ttisloviny se vyskytuji napt. v bobulovinach (i jinych druzich ovoce, jako granatové jablko),
ve vlasskych ofesich, kavovych a kakaovych bobech, v listech yzopu, tymidnu, Salvéji 1ékarské,
vaviinu, V lusténinach, hlavné v zeleném caji (¢aj obsahuje i jiné latky, které zpisobuji trpkou
chut’, jako jsou naptiklad katechiny). Také se vyskytuji v listech rostlin, v nezralych plodech,
kde slozi jako zdroj energie. Ttisloviny chrani svoje nositele pted hmyzem, houbami a plisnémi
[13,14].
ucincich. Vétsina z nich funguje jako antioxidanty. Nékteré maji protizanétlivé a protialergické
ucinky. Neékteré maji v travicim Ustroji detoxikacni ucinky, plsobi proti bakteriim, virim
I sttevnim parazitim, podporuji velmi pozitivné travici procesy, taktéz pusobi pozitivné
na krevni obéh, také plisobi antisepticky. Radi se mezi p¥irodni antibiotika, ktera se ¢asto
vyuZzivaji pfi onemocnéni traviciho traktu, i pii 16¢b& koznich poranéni. Udajné je p¥ima timéra
mezi trpkosti a 1é¢ivymi ucinky, ¢im je rostlina trp¢i, tim ma silngjsi 1€¢ivé tcinky [14].

Také ale patii do antinutri¢nich latek, pfi nadmérné konzumaci zptisobuji nizsi vyuzitelnost
bilkovin a mineralnich latek [11,12].

2.3.3 Silice

Mezi silice se fadi pfirodni t€kavé organické lipofilni smési latek, které maji intenzivni vini,
tuto vlastnost umocnuji terpenické slozky, pal€ivé chuti. Znacné rozpustné v organickych
rozpoustédlech (benzen, chloroform, alkoholy, benzin) a nerozpustné ve vodé. Patii k 1é€ivim
rostlinného plivodu. Silice mohou prostupovat celou rostlinou, také se mohou koncentrovat
jen v nékterych castech rostlin (jako v plodech, listech apod.). Vétsina je bezbarva, néktefi
zastupci jsou ale zbarveny piirozené (silice z hiebicku je Zluté zabarvend, hefmankové silice
jsou zelené az modré), vyskytuji se prevazné v kapalném skupenstvi olejové struktury, nékteré
¢astecné tuhnou [15,16].

Mohou byt tvofeny terpeny, aldehydy, ketony, estery nebo sekviterpeny, fynylpropanoidy.
Nejvice je studovéana antimikrobidlni aktivita silic z kofenovych ¢asti rostlin, hlavné inhibicni
ucinky rastu mikroorganismil, hlavné s obsahem carvarcolu, cineolu, eugenolu a thymolu. Maji
Siroké vyuZziti v 1é¢bé infekci, jako alternativa antibiotik, také desinfek¢ni u€inky a antiseptické
[15,16].

Ziskavame je obvykle destilaci s vodni parou, kondenzaci a oddéleni fazi [16].

2.3.4 Chinony
Radi se mezi piirodni barviva, ktera se vyskytuji jako derivaty benzochinontl, naftochinont,
antrachinonu a jinych [17].
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Jedna se o reaktivni slouCeniny s aromatickou strukturou, ktera je substituovana
karboxylovymi kyselinami. Jejich antimikrobidlni aktivita spo¢iva vtom, Ze se vazou
na nukleofilni aminokyseliny v mikrobidlni buiice a tvoii s nimi komplexy, to zapfi€ini jejich
inaktivaci a ztratu funkce. Dale pravdépodobné reaguji s povrchovymi adheziny, polypeptidy
bunééné stény a enzymy na membranovych obalech [2]

2.3.5 Terpeny, terpenoidy

Terpeny tvoii vonnou slozku rostlinnych pryskyfic a silic, jejichz zaklad tvofi isopren,
ktery je pak linearn€ spojovan do struktury terpenti, kam patii i karotenoidy (tetratereny). Slouzi
prevazné k odpuzovani bylozravci. Maji nizkou teplotu varu, jsou a prchavé. Do terpenoida
patii terpeny, které obsahuji heterogenni kyslik. K nim se fadi napt. kafr, menthol, farnesol,
artemisin apod. Cyklizaci terpent vznikaji steroidy [2,18].

Terpeny jsou zna¢né lipofilni latky, mohou se vazat na cytoplazmatickou membranu
mikroorganismli (jako jsou bakterie, sinice, poptipad¢ viry) a narusuji jejich iontovou
rovnovahu, tim zabrani pfirozené funkci membranovych lipidi, coZz mize vést az k bunécné
smrti. Toto tvrzeni je stile testovdno, ale studie dokazuji, Ze znemoziuji rast
mikroorganismi [18,19].

Z prirodnich zdroji je ziskdvame extrakci s nepolarnim rozpoustédlem (pf. ether)
a naslednou destilaci s vodni parou [20].

2.3.6 Alkaloidy

Alkaloidy patii do skupiny heterocyklickych dusikatych sloucenin, které maji znacné
farmakologické u¢inky vyuzivané v medicin€. Vyznacuji se znac¢né alkalickym charakterem,
ktery zpisobuje volny elektronovy par na dusiku. Vyskytuji se v rostlinach jako soli
organickych kyselin jako jsou soli kyseliny vinné, jablecné S$tavelové, octové, mlécné,
jantarové a mnoha dalSich, ze kterych se uvoliluji pilisobenim silnéjsi baze. Maji podobu
pievazné jako bezbarvé krystalické latky bez chuti a zapachu, které jsou Spatné rozpustné
ve vodg¢, ale dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech (v alkoholech, chloroformu, éteru
ve smésich organickych rozpoustédel). Strukturné se podobaji biogennim aminiim, coz jsou
pfevazné neurotransmitery. Ovliviiuji metabolismus (urychluji, popfipadé tlumi nervovy
pfenos), pii vysSSich davkach jsou toxické. Pii dlouhodobé expozici do organismu vznika
tolerance, musi se neustale zvySovat davky [2,16,21].

Neheterocyklické alkaloidy se strukturné i vlastnostmi podobaji na adrenalin a noradrenalin,
znacn¢ pusobi na centrdlni nervovou soustavu. Nazyvame je amfetaminy, prezentuje
je mnaptiklad mezkalin (euforikum a analeptikum), methylamfetamin (droga pervitin,
analeptikum), 3,4-methylendioxymetamfetmin (extaze, euforikum), efedin (vyuziva se k 1é¢bé
astmatu [16,21].

K heterocyklickym se fadi tropanové alkaloidy, konkrétné antropin (zplsobuje rozSiteni
zornic pti aplikaci do oci, tlumeni kie¢i hladkého svalstva) a kokain, pyridinové alkaloidy
jako je nikotin a ricinin, piperidinové alkaloid, cholinové alkaloidy (napf. chinin) a mnoho
dalsich [21].

K dal§im vyznamnym zastupcim patii morfin (indolové alkaloidy), ktery byl izolovan
z méku, diterpenoidni alkaloidy, extrahovatelné z pryskyiniku s hojnou antimikrobidlni
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aktivitou, nebo také kofein izolovany z kavovych zrn. Také glykoalkaloid solamargin, vyuzivan
pii 1écbé HIV infekce, beberin s antimikrobialni aktivitou [2,16].

2.4 Metody stanoveni antimikrobidlni aktivity

Pii testovani pouzivame mikroorganismy ve vhodné zvolenych kultiva¢nich médiich.
Metody na stanoveni antimikrobidlni aktivity délime na difizni (kvalitativni metody) a dilu¢ni
(kvantitativni metody) [22,23].

2.4.1 Diluéni metody

Tyto metody jsou pfevazné vyuzivany na kvalifikace a urceni tzv. minimdalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), ktera urcuje nejnizsi koncentraci latky, ktera inhibuje rist testovaného
mikroorganismu. Pozoruje se rust, nebo pozastaveni rdstu, mikroorganismu. K piesnému
stanoveni je potfeba znat presné mnozstvi pfidané testované latky [22,23].

2411 Agarova diluéni metoda
Tato srovnavaci metoda se snazi najit MIC tak, Ze je pouzita antimikrobialni latka o rizné
koncentraci. Tato latka je pak postupné pfidavana do pevného média, kde jsou zaockovany
zkoumané kmeny bakterii. Po inkubaci je hledana nejnizsi koncentrace testované latky, ktera
zpusobuje zataveni ristu mikroorganismt na mediu [22,23,24].

2.4.1.2 Bujonova dilucni metoda

K této metod¢ se vyuziva bud’ fada zkumavek, nebo mikrotitraéni desticky, do nichz
je napipetovano médium spolu s klesajici koncentraci antimikrobidlni testované latky.
Testovani probiha v daném testovacim casovém tuseku (napt. 24 hodin) a nasledné se hleda
nejnizsi koncentrace, kterd prokazala inhibici rastu mikroorganismil. Vysledek mtizeme ziskat
tak, ze nevznikne zdkal nebo sediment, ktery poukazuje na rist mikroorganismu. Pozorovani
inhibice rustu provadime pomoci meéfeni absorbance, turbidimetricky, pomoci priutokové
cytometrie nebo vizualné [22,23,24].

Obrazek 1: Pripravené mikrotitracni desticky

2.4.2 Diflzni metody

Tyto metody patii mezi kvalitativni metody urceni antimikrobialni aktivity. Provadi
se pfevazné na pevném agaru, na ktery je aplikovdna antimikrobidlni latka, kterd difunduje
do okoli s klesajicim koncentraénim gradientem. Vznikaji tzv. inhibi¢ni zony, to jsou mista,
kde dochazi k pozastaveni ristu mikroorganismii. Tyto metody jsou oblibené prosvoji
jednoduchost, také se daji provést pomérné rychle [22,23].
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2.4.2.1 Difuzni diskovia metoda

Princip této metody spocivd vtom, ze do agarového média jsou nejdiive naockovana
testovanym druhem bakterii, o znamé koncentraci. Na kultivovaném médium je aplikovan
papirovy disk, ktery byl napustén testovanou antimikrobialni latkou. Kdyz médium zac¢ne
uvolnovat vodu, latka bude z disku difundovat do okoli a bude vytvafet tzv. zéonu inhibice,
jak uz bylo zminéno vySe. Latka se bude difundovat do okoli s klesajicim koncentra¢nim
gradientem [22,23].

Papirovy disk mizeme napustit touto latkou o rtizné koncentraci, tim mizeme ziskat i u¢inné
koncentrace [22,23].

2.4.2.2 Agarova difuzni metoda
Princip této metody je na témeéf stejné bazi jako u predchozi metody, jediny rozdil spociva
V tom, jak se aplikuje antimikrobidlni latka. V agaru jsou pfedem vytvofené jamky, do kterych
je nasledné aplikovana tato latka. Opét vznikaji oblasti, kde miizeme pozorovat zastaveni ristu
mikroorganismi. Antimikrobialni testovana latka se mize aplikovat v riznych koncentraci,
za ucelem poznatku MIC [22,23,24].

2.4.3 Epsilon test

Epsilon test, jinak fe¢eno E-test, kombinuje jako dilué¢ni, tak i difuzni metodu stanoveni
antimikrobidlni aktivity. Znacn€ se podoba diftzni diskové metod¢€, az na to, Ze jsme tady
schopni ur¢it MIC. Stejné jako u difizni metody, je agar kultivovan konkrétnim druhem bakterii
o znam¢é koncentraci. Na agar je aplikovan E-testovy prouzek, ktery na svych okrajich vytvari
koncentracni gradient zkoumané ucinné latky. Testovani provadime po urc¢itou inkubacéni dobu,
po kterou se ucinna latka uvoliiuje do agaru a dojde k inhibici rstu bakterii. Vysledna inhibi¢ni
zOna ma tvar elipsy. MIC se zjistuje v misté, kde se protina okraj testovaciho prouzku s okrajem
vytvofené zony pozastaveného rustu [25].

2.5 Faktory ovliviiujici vysledky stanoveni i€inku antimikrobidlnich latek

Na vystup jednotlivych metod ma vliv mnoho faktord, ke kterym patii napt. pH, teplota (vliv
na kultivaci bakterii), obecné podminky kultivace bakterii, kvalita Zivého média, obsah
minerall a riznych soli, rychlost difuze ¢inné latky, zalezi i naji fyzikalni a chemické povaze,
jeji koncentrace 1 koncentrace bakteridlnich buncék. Velky vliv ma 1 rozpustnost latek, vétSina
je hydrofobnich, proto byvaji rozpoustény v etanolu [26].

2.6 Antioxidanty

Tyto latky jsou v organismech pfitomné, aby zabranily negativnimu piisobeni volnych
radikali na bunky, tim zabrafuji pisobeni oxidac¢niho stresu. Radikély nazyvame velmi
reaktivni molekuly s jednim ¢i vice neparovymi elektrony. Chemicky radikal oznacuje latku,
ktera zvySuje oxidativni charakter jinych molekul, a tim i posiluje redoxni reakce v organismu.
Proces funguje tak, Ze na misto neparového elektronu se vaze molekula kysliku, z niz nasledné
vznikd peroxylovy radikal snaZici se z jiné molekuly ziskat chybéjici elektron, tim vznikaji
radikaly nové. Oxidacni stres je stav, kdy v téle prevazuji volné radikaly nad antioxidanty [27].

Ptes vSechny vyhody, i pfemira antioxidanti miize Skodit, nebot mohou zabranovat
ptirozenym oxida¢nim procestim v téle [27].
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Antioxidanty jsou bud’ v organismu syntetizovany (enzymy, neurohormony), nebo jsou
pfijimany spolu s potravou. Pfijimané oxidanty mohou byt pfirozené, vyskytujici se v ptirodé
o nizsich koncentracich, nebo syntetické, které mohou byt syntetizovany uméle [27,28].

Antioxidanty v potravinach shledavame spise pozitivn€, prodluzuji trvanlivost potravin
a snizuji pravdépodobnost onemocnéni kardiovaskularniho systému [27].

Mezi nejcastéjsi antioxidanty jsou fazeny vitaminy, mezi nejznaméjsi patii vitaminy A, E, C
a B3, také karotenoidy, flavonoidy, tfisloviny, fenolické antioxidanty, antioxidanty podobné
aminokyselinam, jako jsou glutation a taurin, a mnoho jinych [27,28].

2.6.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

Pti stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda TEAC, kde si pomahame
peroxidazovym substratem (ABTS). ABTS reaguje s peroxidem H»O» za tvorby radikal
kationtu ABTS-+. Tento radikal kation nabyva zelenomodrého velmi intenzivniho zbarveni,
které muzeme stanovit spektrofotometricky. Zbarveni pozorujeme pii vinové délce 734 nm,
kde se nachazi jeho maximum absorbance [29].

Trolox patii k syntetickym derivatim, ktery se vyuziva jako standard v TEAC ke stanoveni
celkové antioxidacni aktivity. Jednd se o analog vitaminu E rozpustny ve vodé. Proto
antioxida¢ni aktivitu vzorku vyhodnocujeme jako ekvivalent Troloxu. Velice vyhodné je,
ze muzeme zhodnotit jak hydrofilni, tak i lipofilni antioxidanty, nebot” ABTS-+ neni ovlivnéno
iontovymi silami a mtze byt rozpusténo jak ve vodé, tak i organickém rozpoustédle [29].
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Obrizek 2: Molekula ABTS [30]

2.7 Gely

Gely jsou koloidni systémy, které vytvari trojrozmérnou souvislou sit’, kterd prostupuje
disperznim prostfedim. Jedna se tedy o koloidni disperze. Velikost ¢astic v systému se pohybuji
od 1 do 500 nm, ale n¢které zdroje uvadeji az 1000 nm. Disperzni prostiedi mize tvofit
az 99,9 % celého gelu, zbytek je suSina. Cely systém je spojity, jak disperzni prostiedi,
tak 1 dispergovana faze. Pohyb sité je velmi limitovéan a zavisly pravé na disperznim prostiedi.
Cela pohyb sité je omezen na vibra¢ni pohyb, Castice se nemohou pohybovat volné celou
siti [31,32].

Disperzni prostfedi se také oznacuje jako lyogel, vysuSenim (odstranénim disperzniho
prostfedi) lyogelu vznika xerogel (susina). SuSina, nebo také pevny podil gelu, tvoii vétSinou
asi kolem 0,1 % celého koloidniho systému [31,32].
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2.7.1 Priprava geli

Gely vznikaji tzv. gelaci. Tento proces spociva v tom, ze se jednotlivé koloidni ¢astice, které
vytvari disperzni podil, spojuji v trojrozmérnou souvislou sit’ a postupné se zpeviuje
v gel [31,32].

Gely muzeme piipravit zménou fyzikalnich podminek v soustavé, chemickou reakci nebo
bobtndnim. Zména fyzikalnich podminek pod sebou zahrnuje zménu teploty, pH, nebo velky
vliv ma i rozpustnost urcitych latek v riznych rozpoustédlech. Zmeénou fyzikdlnich podminek
ptipravujeme tzv. fyzikalné sitované gely [31,32].

Chemickou reakci tvofime tzv. kovalentné sitované gely, které jsou mnohem pevnéjsi
a rigidné¢jsi nez fyzikalné sitované gely, coz je zplisobeno mnohem silnéjSimi vazbami mezi
casticemi v gelu. Zatimco ve fyzikdlné sitovanych gelech se pievazné uplatituji pouze
nevazebné interakce, v chemicky vazanych gelech vznika pevna vazba [31,32].

Bobtndnim vznikaji tzv. hydrogely. Hydrogely jsou gely, jejichz disperzni prostiedi
je tvofeno vodou. Kdyz je hydrogel ve vysusené stavu a tvoii xerogel, je schopen pojmout velké
mnozstvi tekutiny. Tento proces je ale podminén tim, Ze se musi jednat o tzv. reverzibilni

hydrogely [31,32].

2.7.2 Déleni gelu

Gely nejcastéji déli podle jejich chovani ve vysuseném stavu. Tedy, kdyz odstranime jejich
disperzni prosttedi (lyogel) za vzniku suSiny (xerogel). Podle tohoto kritéria se dé&li
na reverzibilni a ireverzibilni gely [31,32].

Reverzibilni gely po vysuSeni znacné zméni sviij objem, vzniknou znich kompaktni
xerogely. Pfi styku s puvodnim disperznim prostfedim opét zvétsi svlij objem a vrati
se do ptvodniho stavu. Vznika gel bobtnanim. Tyto gely vznikaji gelaci roztokl linearnich
polymerti, nebo pravé bobtnanim xerogelu [31,32].

Ireverzibilni gely po vysuSeni disperzniho prostiedi pfili§ svilj objem neméni, jsou porézni.
Pii opétovném styku s disperznim prostfedim jsou sice schopny ¢ast kapaliny absorbovat,
ale nevrati se do piivodniho stavu. Pfeména tohoto typu gelu na susinu je nevratna. Tento typ
vznika gelaci lyofobnich solt [31,32].

Gely se daji délit i podle jinych kritérii. Mohou se d€lit podle chemického sloZeni disperzniho
podilu na anorganické a organické. Podobné tak miizeme délit podle chemického sloZeni
disperzniho prosttedi, na tzv. hydrogely, u kterych je disperznim prostiedim voda, jak uz bylo
zminéno vyse, a na tzv. organogely, kde disperzni prostiedi je tvofeno organickou kapalinou.
Dale jsou tu také izogely, coz jsou makromolekularni gely, v nichz je disperzni prostredi
monomerem disperzniho podilu (napt. polystyren ve styrenu) [31,32].

2.7.3 Zakladni vlastnosti geli

Gely se chovaji jako elastickd tuha télesa, prestoze jejich disperzni prostiedi ma kapalné
skupenstvi. Dik svému charakteristickému uspotadani maji podobny charakter jako tuha télesa.
Tuhy stav si uchovavaji d urcité hodnoty tecného napéti (tzv. kritického napéti). Na pevnost
celé sité ma velky vliv pevnost a podet vazeb v systému. Cim je vice vazeb ve struktufe
polymeru, tim méné je mozné, aby se ménil tvar soustavy. Cim méné ma v sobé vazeb, tim
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Dalsi vlastnost je jejich elektrickd vodivost a jejich difuzivita. V trojrozmérné struktuie gelu
se mohou ionty pohybovat stejné rychle jako v odpovidajicim solu. Difuzivita
nizkomolekularnich latek je o néco mensi nez v plivodnim solu, z n¢hoz vznikl gelaci pfislusny
gel za zvétseni viskozity. Nizsi difuzivitu zptisobuje prave tato prostorova sit’ [31,32].

Gely podléhaji starnuti, nastdva u nich synerze. Synerze oznacuje déj, pii némz dochazi
k smr§t'ovani struktury gelu a naslednému vytékani kapaliny, odmisi se od gelu. Cela struktura
se smrstuje v disledku s ristem poctu spojii ve struktufe, a pro kapalinu jiz neni dostatek mista.
Synerze je podporovana zvySovanim teploty a pfidavkem elektrolyta [31,32].

2.8 Enkapsulace

Enkapsulace, neboli zapouzdreni, je d¢j, pii némz dojde k obaleni aktivni latky do nosného
materialu, vytvori se mald kapsule. Kapsule vytvari hranici mezi svym vnitfnim obsahem
a okolnim prostfedim. Tento d¢j velmi usnadiiuje transport aktivnich latek na misto urceni.
Kuvolnovani dochdzi pozvolna za urcitych podminek, jako je napf. koncentracni
gradient [33,34].

Enkapsulace aktivnich latek se vyuziva v mnoha odvétvich primyslu, jako je farmaceuticky,
potravinatrsky i kosmeticky. Enkapsulace ucinnych latek je z hlediska manipulace s nimi
mnohem vyhodnéjsi. Jelikoz se vytvoii obal, tak jsou latky chranény proti vliviim vnéjsiho
prostiedi a nasledné degradaci, pokud jsou mén¢ stabilni, jejich davkovan je kontrolované
a presnéjsi, enkapsulované latky jsou stabilnéjsi, mizeme je stabilizovat jiz béhem procesu
vyroby, a tim jsou i 1épe skladované [33,34].

2.8.1 Liposomy

Liposomy definujeme jako uméle vytvorené utvary, které se strukturou velmi podobaji
na bunécnou membranu. Je to dutina, ktera je obklopena dvojitou vrstvou fosfolipidd, v jejiz
struktufe se vyskytuji 1 molekuly cholesterolu, které maji vliv na fluiditu celého systému.
Liposomy se tvoti diky hydrfilné-hydrofovnim interakcim v ramei molekuly fosfolipidu, a také
diky tvaru samotného fosfolipidu. Fosfolipid se sklad4 z hydrofilni hlavy a dvou mastnych
hydrofobnich nohou. Tyto dva faktory umoziuji vytvofeni rizné velkych liposomalnich
struktur o velikosti 30 nm az nékolik milimetrt [34,33].

Tyto ¢astice vyrabime pomoci ultrazvuku, odpafovanim na tenké vrstvé, tanim nebo metodou
stftidavého zmrazovani a rozmrazovani, hydrataci lipidového filmu, injekénim vstfikovanim
nebo pfidanim néjakého detergentu [33,34].

Lipposomy délime podle nékolika zakladnich kritérii, a to podle lamerality, velikosti, ndboje
a dalsich charakteristik. Pfiklady mohou byt vicevrstevné liposomy, jednovrstevné liposomy,
dale je naptiklad konvenc¢ni typ liposomu, stealth liposomy (skryté, jsou obaleny vrstvou
néjakého polymeru nebo néjakym proteinem), liposomy, které nesou kladny naboj, a mnoho
dalsich. Existuje Siroka Skala moznych druhu [34].

Vyuziti je Siroké, diky jejich schopnosti uchovavat ve svém objemu aktivni latky, ¢ehoz
vyuzivame v medicingé, kosmetice. Pravé proto jsme schopni obohatit produkty
o antimikrobidlni, ¢i antioxidacni latky, 1épe je zacilit na konkrétni buniky a také ovlivnit délku
uvoliovani G¢innych latek, nebo také prodlouZit jejich Zivotnost, nebot” se jedna o latky velmi
nestabilni. Velkou vyhodou je jejich schopnost hydratace pokozky, ktera se vyuziva v krémech
proti starnuti, nebo na spaleniny [33,39].
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Enkapsulovat je mozné jak latky hydofilni, tak 1 hydrofobni, coZ je mozné diky
tzv. amfifilnimu charakteru fosfolipidovych ¢astic. Amfifilni charakter vyjadiuje hydrofilni
a zaroven hydrofobni schopnosti, které¢ v sobé kombinuje pravé jedna molekula. Latky, které
chceme enkapsulovat a jsou hydrofilni, tak se umisti do vnitiniho prostoru liposomu, zatimco
hydrofobni latky jsou umistény do fosfolipidové dvojvrstvy, mezi hydrofobni konce
molekul [34].

Liposom

‘_ Hydrofilni hlavicka
) ‘_ Hydrofobni konec

Fosfolipid

Obrazek 3: Schematicky obrazek liposomu a fosfolipidu (inspirovano. [35,36])

2.8.1.1 Lecithin (1,2-diacyl-glycero-3-fosfocholin) a cholesterol

Lecithin ziskdvame alkoholovou extrakei, pfedevsim z vajecnych Zloutki, poptipadé jako
nahrada se vyuZivaji sgjové boby, slune¢nice nebo fepka. Jedna se o jednu z hlavnich slozek
biologickych membrén, kterou vyuZivime na vyrobu liposomil. Radime ho mezi piirodni
povrchove aktivni latky s Sirokym vyuzitim [40].

Cholesterol je zastupcem steroidd, jez je velmi dulezitou slozkou zivoc¢isnych membran.
Nejvétsi vliv ma na jejich fluiditu (tekutost), pficemz se v membrané nachazi vedle molekul
fosfolipidii. Také je prekurzorem steroidnich hormond, napiiklad ve vajecném zloutku, mozku,
mléku, také ve svaloviné [34,40].
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Obrdazek 4: Cholesterol a lecithin ve fosfolipidové membrané - schéma [37,38]

2.8.2 Vybrané metody piipravy liposomu

Liposomy miiZeme piipravit mnoha zpiisoby, pfi¢emZ princi piipravy je velmi podobny.
Spole¢ny rysem je, ze se vytvori kapicka dané aktivni latky, kterd je nasledné obalena
(je enkapsulovana) do nosice. Technikou pfipravy ovliviiujeme druh a celkové vlastnosti
vytvoteného liposomu [39].

2.8.2.1 Ultrazvukova metoda
Pomoci této metody pfipravujeme unilamelarni lipsomy, které mizeme piipravit dvéma
zpusoby. Je mozné pouzit sonifikacni sondu, kterd je vyhodnéjsi pro mensi objemy,
nebo sonifikaci liposomi v sonifika¢ni vodni lazni [41,42].

2.8.2.2 Odpaiovani na tenké vrstvé
Princip této metody spociva ve vakuovém odpafovani organického rozpoustédla z varné
barky. Pro lepsi vysledky se rozpoustédlo v pfitomnosti enkapsulované latky, coz je vyhodné
hlavné u hydrofobnich latek. Pfi odpafeni rozpoustédla vznikne tenky fosfolipidovy film
na sténach varné banky. Tento film se nasledné opét hydratuje, ale tentokrat ve vodném
prostfedi. Pomoci nasledného tiepani se tenky film proméni na multilamelarni castice [42].

2.9 Metody charakterizace pripravenych ¢astic
Je velmi duilezité znat charakteristiky pfipravenych liposomi, hlavnimi informacemi
jsou napf. enkapsula¢ni ucinnost, stabilita, poptipad¢ velikost ¢astic [43].

2.9.1 Stanoveni enkapsula¢ni uc¢innosti

Uginné latky mohou byt enkapsulovany bud’ do vnitiniho prostoru liposomu, nebo do jeho
obalu, jeho fosfolipidové dvojvrstvy, podle hydrofilniho nebo hydrofobniho charakteru
enkapsulované latky. Tzv. enkapsulac¢ni UCinnost oznaCuje mnoZstvi enkapsulované latky
do struktury vezikulu oproti predchozimu mnoZstvi aktivni latky. Tato uc¢innost se vétSinou
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udava v procentech. Pro stanoveni téchto procent je velmi dulezité znat mnozstvi latky, ktera
zlstala v okolnim roztoku [43].

Ke stanoveni enkapsulac¢ni G€innosti vyuzivame Siroké spektrum analytickych metod jako
jsou naptiklad UV-VIS spektrofotometrie, vysokou¢innd kapalinova chromatografie,
poptipad¢ i titracni stanoveni [43].

2.9.1.1 UV-VIS spektrofotometrie

Principialné tato metoda spociva v interakci elektromagnetického zafeni s analytem.
Absorp¢ni spektrofotometrie se fadi mezi optické metody, v jehoz rozmezi pouzitého zaten jsou
zafazeny vilnové délky od UV oblasti (200-400 nm) az do oblasti viditelného zafeni
(400-800 nm). Tato metod se pouziva ke kvantitativnimu stanoveni slozky na zakladé Boug-
Lamber-Beerové zakong, kde je absorbance zavisla na koncentraci latky [43].

Absorpéni spektrofotometrii mizeme pouzit jako samostatnou analytickou metodu, kterou
ale Casto vyuzivame jako detektor po separaci pomoci kapalinové chromatografie [43].

<>

Monochromator Detektor

Vzorek

Vystupni §térbina

Opticky hranol

® Vstupni §térbina

Zdroj zareni

Obrazek 5: Zjednodusené schéma optického spetrofotometru [44]

2.9.1.2 Stanoveni stability Castic

K charakterizovani stability pfipravenych Castic vyuzivame jejich zeta potencialu. Zeta
potencial méfime pomoci laserové Dopplerovy elektroforézy, ktera kombinuje Dopplerovu
velocimetrii a elektroforézu. Hlavni zjistovany faktor je rychlost pohybu nabité Castice
Vv elektrickém poli. KdyZ je zname velikost pouzitého elektrického pole a poté, co je urcena
velikost rychlosti Castic systému, tak je moZzné vypocitat zeta potencial (za predpokladu,
ze zname 1 konstanty vzorku-dielektrickou konstantu a viskozitu). Zeta potencial je zna¢né
zavisly na pH roztoku, protoze systém je nejméné staly v tzv. izoelektrickém bodé.
Izoelektricky bod je hodnota pH, kdy je naboj ¢astice neutralni, nebo jinak feceno, se jeji pocet
zapornych a kladnych naboji rovna [45].

Zeta potencidl ndm dava informaci o potencidlové stabilit¢ dané¢ho koloidniho systému.
Pii vysoké hodnoté zeta potencialu maji Castice systému, at’ uz je pozitivni nebo negativni,
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dochazi ke vzajemnému odpuzovani cCastic, tudiz nedochazi k jejich shlukovani. Zatimco
pti prili§ nizkych hodnotéach zeta potencialu se ¢astice dostatecné neodpuzuji a dochazi k jejich
flokulaci [45].

Obecné jsou jako hranice stability zeta potencidlu brany hodnoty 30 mV a -30 mV.
V intervalu (30; -30) mV hodnot zeta potencialu se nachazeji latky nestabilni, pficemz dochazi
k agregaci jednotlivych ¢astic za tvorby vétsiho komplexu [45].

2.9.1.3 Stanoveni velikosti pFipravenych Cdstic

Velikost Castic je nejéastéji stanovovana pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS), ktera
se jinak oznacuje jako PCS (fotonova kolera¢ni spektroskopie). Touto metodou se méfi tzv.
Browntv pohyb. Brownovym pohybem rozumime neuspotradany pohyb ¢astic v roztoku, ktery
je zpusoben vzajemnymi stalymi srazkami ¢astic v roztoku. Vysledek méfeni je rychlost praveé
Brownov pohybu, diky kterému miZeme vypocitat velikost ¢astic. Rychlost pohybu je zavisla
na velikosti ¢astic, velké Castice se pohybuji pomaleji a usporadanéji, zatimco malé jsou naopak
rychlejsi a neuspotradanéjsi [45].

Castice se pohybuji neustale, proto jsou vyuzity dva po sobé jsouci snimky, poiizené ve velmi
kratkém casovém tuseku, k ur€eni vzdalenosti, o kterou se Castice posunula za tuto kratkou
dobu. Pii méfeni jsou Castice v roztoku osvétleny laserem, odchylky intenzity rozptylu svétla
jsou nasledné analyzovény a je stanovena velikost ¢astic. Velmi dilezitym faktorem je i zvolit
spravnou teplotu, ktera také ovliviiuje Brownuv pohyb ¢astic, pfi vyssich teplotach se rychlost
Castic zvySuje [45].

2.10 Kultivace mikroorganismu

Zékladem kazdé prace s mikroorganismy je pravé jejich kultivace, jinak také péstovani.
Pii kultivaci je velmi dulezité zvolit spravné kultivacni (zivné) médium. Dalsim faktorem
Kk péstovani mikroorganismi je zvolit spravnou teplotu a pfistup vzduchu. Tyto faktory
si volime podle druhu zvolenych mikroorganismui [46].

Zivna média délime podle nasledujicich kritérii: podle ptivodu (pfirodni, syntetickd),
skupenstvi (pevné polotuhd, tekutd), obsahu Zivin (zékladni, obohacend, limitovand) a ucelu
pouziti (selektivni, univerzalni, diagnosticka, vybérova-diagnosticka) [46].

Vsechna media podléhaji obecnému slozeni, do kterého patii zdroj uhliku, dusiku
a mineralnich latek, voda, selektivni ¢inidla, latky, které slouzi k upravé pH, a ztuzovadlo.
Ztuzovadel je cela fada, ale nejCastéji se vyuziva agar, poptipadé Zelatina. Agar je polysacharid,
ktery je ziskdvan z motskych fas, pfi 40 °C tuhne a pti 96 °C se vyskytuje tekuty, ¢ehoz
vyuzivame pii sterilizaci [46].

Tuha media kultivujeme v termostatu, kde musi dochazet k vyméné¢ vzduchu. Misky se musi
uchovavat dnem vzhiiru, dochdzi ke kondenzaci vody. Kdyz jsou média kapalna,
tak se wuchovavaji v termostatové tfepace, pomoci tfepani dochazi k dostatecnému
provzdusnovani atim 1 dostatecnému piistupu kysliku ke kultivovanému kmeni.
Mikroorganismy vétSinou kultivujeme az nékolik dni [46].

2.11 Bakterie

Tyto prokaryotické jednobunééné organismy jsou druhové a morfologicky velmi rozmanité.
Velikosti dosahuji n¢kolika mikrometrii. Mohou se vyskytovat v mnoha tvarech, pfi¢emz
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nejcastéjsi jsou bakterie tyCinkovitého tvaru, velmi Casté jsou koky, které odliSujeme pomoci
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roviny dé¢leni, kdyZ mame jen jednu rovinu, tak do této skupiny fadime napt. diplokoky
a streptokoky, ptipadné vice rovin (dvé mohou vytvaret tetrady, tfi roviny tvoii sarcina,
stafylokoky). Déle tu jsou zakfivené tyCinky bakterie (vibria), také mohou vytvaret jeden i vice
zavitd v jedné roviné (spirilla, spirocheta). Jednotlivé druhy odliSujeme také pomoci okrajt
a profili. Okraje nabyvaji tvart okrouhlych, vroubkovanych, zubatych, zvinénych a mnoha
dal$ich. I profily jsou rozmanité, ploché, zvysené, vypouklé pupkovité, apod [47].

Chemickym slozenim se od ostatnich typt bunék nelisi, da se fici, Ze je uniformni. Na stavbé
se podili 27 prvk, které se z 90 % vyskytuji na zemské kiife, z toho 97 % suSiny tvoii biogenni,
hlavné uhlik, vodik, dusik, kyslik, fosfor a sira. Mlze se odliSovat procentem obsahu vody
(rozsahem 65-85 % celkové hmotnosti) [47].

Bakterie se odliSuji i svym zplsobem vyzivy a ziskavanim energie, také specifickym
zptisobem metabolismu a rozmnozovani. Podle zdroje uhliku a energie je délime
na chemoheterptrofni, chemoautotrofni, fotoheterotrofni, pfipadné na fotoautotrofni [47].

Esencialni strukturou se nelisi. Pro nds ma ale velky vyznam bunécna sténa, jeden ze zptisobu
rozpoznavani bakterialnich struktur. Hlavni funkei je ale ohraniceni, ochrana pied chemickym
a mechanickym poskozenim, vysychanim. Také drzi tvar. Ale u rGznych typa bakterii mizeme
najit rozdilna chemické slozeni bunécné stény. Zakladni stavebni strukturou je peptidoglykan
(murein), mezi jehoz fetézce jsou vlozZeny lipidy, bilkoviny, polysacharidy a mnoho dal$ich
molekul. Slozeni tohoto mukopeptidu se pfili§ nelisi, sklada se z pravidelné se opakujicich
molekul N-acetylglukozaminu a N-acetylmuranové kyseliny [47].

Jedno z nejzakladnéjsich déleni je dle Grama, kde odliSujeme bakterie podle struktury
bunécné steny na grampozitivni a gramnegativni bakterie. Diky rozdilnym slozenim bunécné
stény jsou urcité druhy schopny v sobé fixovat barveni, ¢i nikoliv. Béhem barveni se vyuziva
krystalova violet’ a roztok jodu, kdy jsou nasledné oplachnuty organickym jaozpostédlem jako
je ethanol nebo aceton. Vystup miZou byt purpurové zbarvené grampozitivni bakterie,
nebo neobarvené gram negativni bakterie [47].

Bunééna sténa grampozitivnich zastupcll tvoii struktura peptidoglykanu a teikotoové
kyseliny, ktera dokaze fixovat pravé Gramovo barveni. Sténa maji pomérné silnou (15-20 nm).
Kyselina teikoova je ve vodé rozpustny linearni polymer slozeny z glycerfosfatu
nebo ribotolfosfatu s glykosidicky navdzanymi sacharidy. Jeji funkce je dosud neobjasnéna,
ale pfedpokladem je, Ze se jedna o povrchovy antigen podilejici se na vazbé kationtil, zejména
ze strany cytoplazmatické membrany. Déle neobsahuje lipidy, narozdil od bunécné steny
gramnegativnich bakterii [47].

Gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu strukturné tenci (cca 10 nm), ale podstatné
se biologické¢ membrané oznacujici se jako vn€j$i membrana, ktera sténu chrani pied fixaci
barviv. Vnéj§i membréana je slozena z fosfolipidl, kterd ma na sobé z obou stran vazany
bilkoviny, ktera je propojena s peptidoglykany pomoci lipoproterni. Antigenni vlastnosti
udavaji liposacharidy na vnéj$i membrané. Bilkoviny jednotlivych vrstev jsou strukturné
odlisné, ty, které prostupuji vSemi vrstvami vytvari hydrofilni poér (tunel), dilezity
pro komunikaci buriky s okolim [47].
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2.11.1 Rezistence bakterii

Jednim z nejvétsSich problémt moderni doby je stale zvySujici se rezistence mikroorganismi
proto antibiotikiim. Bakterie mizeme nazvat jako velmi pfizpisobivé organismy, nalezneme
je takika vSude, charakteristickym znakem pro n€ je znacné plasticky genom. Diky cemuz
ziskali schopnost se rychle piizptsobit piisobeni antibiotiktim, a tim i pfezit jejich u¢inek [48].

Hlavnim dGvodem zvySujici se rezistence miizeme pfisuzovat neopatrnym uZzivanim
antibiotik ve velké nadmife a nespravng, stejné tak i zpomaleni vyvoje antibiotik novych [48].

Existuje mnoho mechanismt, jimiz se bakterie naucili vi¢i a€innym latkdm branit. Jednim
z nich je snizeni propustnosti vnéjsi membrany, to mizeme vidét napf. u gramnegativnich
bakterii, kdy jejich vné&j$i bariéru tvoii liposacharidy a fosfolipidy. Struktura vnéjsi membrany
Castokrat sniZzuje propustnost latek do protoplastu buriky. Taktéz i zména genetické informace
muize poupravit selektivni propustnost vnéjsi bariéry [49,50,51,52].

Dalsi moznosti je zvySeny eflux, coz znamena, Ze mikroorganismus zrychli export antibiotik
ven z bunky, tudiz se v buiice latka nemtize zakoncentrovat a znicit ji [52].

Vazba antibiotik na cilovou molekulu je velmi specifickd. V ramci cilové struktury miize
dojit k mutaci, z tohoto divodu nemize dojit k interakci mezi antibiotikem a bakterialni
bunkou [53].

Mezi dalsimi divody najdeme schopnost bakterii produkovat enzymy, které¢ dokazou
antibiotikum inaktivovat. VétSina G¢innych, ¢i antimikrobialnich latek, jsou strukturné velmi
labilni, proto neni tézké zplsobit hydrolyzu vazeb ve struktuie pomocnych latek, a tim zbavit
latku ucinku [54].

Rezistenci délime na pfirozenou, kterd je dana fyziologickymi vlastnostmi mikroorganismu,
Casto se vaZe na konkrétni druh, a ziskanou, kterd vnikd mutaci regulacnich a strukturnich genti
na chromozomech, pfipadné ziskanim genu od jiné rezistentni bakterie, napt konjugaci,
transdukci nebo transformaci. Pfedani informace o rezistenci je predavana pomoci
tzv. mobilnich genetickych elementi, kam fadime plazmidy, inzeréni sekvence, transpozony
a integrony [55].

2.11.2 Pouzité bakterie
Byli vybréani zastupci grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, na nichz byla testovana
mozna antimikrobidlni aktivita vybranych rostlin (viz 2.13).

2.11.2.1 Micrococcus luteus

Zastupce Celedi Micrococcaceae je pravé Micrococcus luteus. Jedna se o grampozitivni
aerobni bakterie kulovitého tvaru. Vyskytuje se ve shlucich, tetrddach ¢i parech, nenese zadné
bi¢iky, nevytvaii spory. Charakteristické Zluté zbarveni je zplisobeno barvivem nazyvaného
lutein, fazené do skupiny karotenoidnich barviv [56].

Pfirozené se vyskytuje jako soucast mikroflory savci, napt. okoli lidskych potnich Zlaz,
sliznici Ustni dutiny nebo dychacich cest. Obecné ho nepovazujeme za nebezpecny druh,
ale existuji situace, kdy se muze stat patogenni (oslabena imunita) [56].
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Obrazek 6: Micrococcus luteus [57,58]

2.11.2.2 Serratia marcescens
Tato fakultativné anaerobni bakterie zastupuje rod Enterobakterie, ty¢inkovitého tvaru,
chemotrofni, bohatého pohybu, netvorici spory. Patii ke gramnegativnim bakteriim, které
produkuji pii urcité teploté pigment prodigiozin ¢ervené barvy [59].
Opét je patogenni jen u pacientll s oslabenou imunitou, kdy muize zptisobit onemocnéni
dychacich cest, infekci ran (prolezeniny), také urogenitalniho traktu, sepsi, meningitidu
a endokarditidu [59].

-

Obrdazek 7: Serratia marcescens [60,61]
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2.12 Vyuziti antimikrobialnich latek

Kosmeticky 1 Iékarsky pramysl se v poslednich letech snazi vyhovét pozadavkim
spottebitelit nahrazovat rtizné chemikalie pfirodnimi vytazky v produktech. Rtizné chemické
slozky jsou i rizné¢ kombinovany s antimikrobialnimi latkami, které maji podobné vlastnosti
a stejnymi ucinky. V potravinaiském prumyslu nahrazuji rtizné konzervanty, protoze pfirozen¢
inhibuji riist a rozmnozovani mikroorganismu [3,9,62].

Na trhu vzrista poptavka po ptirodni kosmetice, proto se védci snazi ziskat rostlinné extrakty
s podobnymi vlastnostmi, jako pouzivané chemikalie. Velmi dilezité faktory jsou tolerance
organismu vuc¢i dané latce, jejich stalost. Hodné pouzivané jsou extrakty, které obsahuji
flavonoidy, polyfenoly, poptipadé¢ silice, pravé pro jejich antimikrobidlni aktivitu, které
ucinky, které zaroven i zklidnuji pokozku. V l€kafstvi je znacny problém, Ze postupné vzriista
odolnost bakterii vii¢i béZn€ pouzivanym antibiotiklim, ktera se vyuzivaji. Proto se védci snazi
nahradit bézna 1é¢iva novymi dosud nepouzivanymi alternativami, které maji stejny ucinek.
Nebo se pouzivaji i v kombinaci s antibiotiky. Maji i velky potencial v oblasti farmakologie
[2,10,63].

2.13 Pouzité rostliny

Bylo vybrdano deset =zastupcl zrostlinné fiSe, které byly zkoumédny na obsah
antimikrobidlnich latek, také antioxidantl. Bylo prozkouméno, do jaké miry jsou vyrobené
extrakty antimikrobialni. Obsah latek byl kvantifikovan zapsan v kapitole 5.1.

2.13.1 Acai berry

Acai berry je syté fialové bobulovité ovoce rostouci v trsech na palm¢ (Euterpe oleracea,
cesky Euterpe brazilska nebo Kapuston brazilskd), kterd dortsta do vysky 15 az 25 m. Pvod
se nachazi v Amazonském pralese, kde je také nejhojnéjsi vyskyt téchto palem [64].

Plody dosahuji velikosti 1-2 cm v priméru, fadime je do tzv. superpotravin, coZ znamena,
7e dosahuje vyjime¢nych nutriénich a vyzivovych hodnot. V dnesni dobé je moderni tyto
superpotraviny je zahrnovat do béZného stravovani. Acai se konkrétné¢ konzumuje ve formeé
ovoce, dzusu, ale i jako ptichut’ do zmrzliny [64].

Udava se, Ze Acai ma pozitivni vliv na metabolismus, kvalitu pleti, podporuje zdravi srdce
tim, ze redukuje hladinu cholesterolu v krvi, obsahuje antioxidanty (napft. vitamin C), zlepSuje
kvalitu spanku, podporuje funkci nervového systému [64].

V praci byl pouzit lyofilizovany prasek z bobuli.

Obrdazek 8: Bobule acaie [65]
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2.13.2 Anyz vonny

Patii k mifikovitym rostlinam, jejichz lodyha je piima, nehotfe vétvena, s fapikatymi listy
abilymi kvéty. Kvétenstvi je obojaté, paprs¢ité. Vyskytuje se v Cesku ziidka, prevazné
Jihomoravsky kraj, nejvétsi vyskyt je v oblasti Sttedomofi, oblast byvalého SSSR, Bulkarska,
Rumunska, Mad’arska a Polska, mimo Evropu také v Japonsku a Ciné [66].

Vyuzivanou ¢asti jsou plody, které vyuzivame jako koteni i 1é¢ivo. Vyznacuje se pronikavou
vini a sladkou kofenénou chuti. Uginkuje baktericidng, coZ piisuzujeme silici obsahujici
az 90 % anetolu, methylchavikol a rizné oleje. Déle také uklidnuje, je protikfecova a pozitivné
pusobi na travici Gstroji, redukuje zapach z ust, ¢ehoz vyuzivame v kosmetice v ustnich vodach
a pastach. Diky aromatu se s ni miizeme setkat i v likérnictvi, a jako kofenim v potravinaiském
prumyslu [66].

Obrazek 9: Anyz [67]

2.13.3 Eukalyptus

Blahovi¢nik neboli eukalyptus patii do ¢eledi myrtovitych. Jednd se o aromatické stromy
a kefe s jednoduchymi listy. Nejvy$s§i druhy mohou dosahovat vySky az 100 m. Nesou
oboupohlavné kvéty, kvétenstvim je okolik, plodem tobolka [68].

Obsahuje Siroké spektrum ucinnych latek, prevazné silice, také terpeny, triketony
a jednoduché acylfloroglucinoly, rtzné flavonouidy, tfisloviny. Silice se vyznacuji
k tradi¢nim 1é¢ivam v kultufe Aboridzinct. Maji antimikrobialni ucinek proti fadé patogennich
mikroorganismi, nejcastéji se uvadi eukalyptol (1,8-cineol) a limonen, p-cymen, piperiton
a mnoho dalsSich[68].

Nékteré druhy obsahuji 1 kyanogenni glykosidy, ze kterych se po poSkozeni tkani uvoliiuje
kyanovodik [68].

Nejvétsi vyskyt je v Australii, n€kolik druht je i v oblasti nové Guineji [68].

27



2.13.4 Hor¢i¢né seminko

Pochézi z hoicice seté. Patii k velmi znamym druhtim kofeni, které se vyuzivaji k vyrobé
hoi¢ice. Hlavni ulohu pro nas hraje semeno Stiplavé chuti a Zlutavé barvy kulatého tvaru [70].

Vyuziti mame napiiklad v konzervaci zeleniny (zejm. okurky) a ryb, také k dochuceni. Latky
obsazené v semeni zpusobuji prokrveni zazivaciho traktu, tim urychluje traveni a latkovou
vyménu, proto se doporucuje pii $patném traveni. Udajné i ti§i revmatické bolesti. Samotna
semena nemaji do rozdrceni Zadnou viini, po rozdrceni maji Stiplavou vini i chut’. Obsahuyji
glykosid sinalbin a réizné fermenty. St&penim sinalbinu vznika silice, které piisuzujeme jeji
antimikrobialni vlastnosti [70].

Samotna rostlina se péstuje i v Cesku, jinak v jizni Evropé, Stiedomoti a zapadni Asii [70].

Obrdazek 11: Horcice seta [71]

2.13.5 Hrebicek

Hiebicek je koteni, které pochdzi ze suseného kalichu hiebi¢kovce kofenného, jehoz ptivod
je mapovan na Moluckych ostrovech [66].

M3 velmi specifické aroma vyuzivané v aromatickych smésech, kofenéni potravin, ryze
a masa. Charakteristicka nasladla chut’ ptechazi az v hotkou, barva nabyva hnédé az lehce
Cerné [66].

Nejvyznamnéjsi slou¢eninou pro nds je eugenol, coz je silice, kterd ma antiseptické a lokalné
anestetické uc€inky, Casto vyuzivané v zubnim lékatstvi. Tlumi citlivost dasni, proto se pouziva
jako piimés v kloktadlech, je také Uc¢inny proti zdnétim v Gstni dutiné. Mlizeme ho najit
I V protirevmatickych mastech [66].
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Obrdazek 12: Hrebicek [72]

2.13.6 Jalovec obecny

Jedna se o dvoudomy jehli¢nan fazeny mezi cypiiSovité. Muze doriist velikosti az 12 m,
charakteristicky svymi trhlinami, které tvoti v pruzich odlupujici se Sed4 borka. Sam¢i zastupci
jsou kuZzelovitého tvaru, zatimco samici nizce rozloZené. Listy ma jehlicovité, ve stfidavych
trojCetnych pieslech. Kvety rostou ve formé §istic. Samici Supiny se po oplozeni méni v bobule
(duznatéji). Plody (jalov¢iny) voni po pryskyfici s kofenénou chuti a lehce paléivé az hotce.
Je bohata na silici a terpenoidy, z nichz terpineol-4 pisobi diureticky, dale obsahuji flavonoidy,
pryskyfi¢né kyseliny a az 30 % inertniho cukru [66].

V minulosti se ve formé ¢aje pouzZival odvar na nemoci mocového Ustroji, pfi zanétech
ledvin. Dalsi vyuziti bylo v mazani pfi revmatickych potizich. Dnes se pouZiva bézné jako
kofeni pti pfipravé zveéfiny, ryb i zeleniny, nebo i pii vyrobé alkoholickych destilati [66].

Obrdazek 13: Jalovec obecny [73]

2.13.7 Jedle

Jedle (latinsky Abieas) je zastupce jednodomych stalezelenych jehlicnatych stromi celedi
borovicovitych. Jedle jako takova se vyskytuje pfiblizné v 50 modifikacich nachazejici
se v Severni Americe, oblasti stfedni a jithovychodni Evropé, ve Stfedomoii a ve vychodni
Asii [68].
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Mohou dortist do vysky 30-60 m, vyjimecné 80, mohou se dozit az né€kolika stovek let.
Charakteristickym znakem jsou pro n¢ S$iSky, které vzrlstaji smérem vzhlru, ve stari
se rozpadaji [68].

Strom ma Siroké vyuziti, jak uz jeho dfevo, ale i aromatické esencidlni oleje a pryskyfice.
Pryskyfice je bohata na terpeny (ziskdvame z ni tzv. Kanadsky balzdm, vyuzivany jako fixa¢ni
latka do mikroskopickych preparati a cocek), taktéz se pouziva jako ptimés do masti proti
revmatu a artrdze, nebo také pii koznich potizich 1 pohmoZzdéninéach, coz poukazuje na 1é¢ivé
schopnosti jedle [68].

Jehli¢i, jakoZto zdroj esencidlnich aromatickych olejl, je bohaté na silice a mnoho druhti
terpent, jako pineny, limonen, kamfen aj. V aromaterapii je olej vyuzivan prave
pro charakteristické aroma oleje, pro jeho antiseptické i desinfekéni ti€inky. MiZeme zde nalézt
I mnoho vitamint jako jsou vitamin A, B a C [68].

Obrdzek 14: Jedle [74]

2.13.8 Senna

Zluté kvéty jsou typickym znakem rodu tropickych rostlin Senna patiici k eledi bobovitych.
Tyto kefe, stromy i byliny jsou rozsifeny zejména v tropech. Slouzi jako okrasné rostliny,
ale maji své misto i v medicin€. U nas Se nejvice jako odvar vyuziva pfi zacpé, jinak je vyuzivan
v tradi¢ni ¢inské, indické i latino americké medicing [75,76].

Zluté kvéty na vétvich doprovézeji sudozpetené listy, ale nékteré druhy mohou byt lysé.
Stromy, kefe i byliny nemaji trny. Mezi dulezité latky, které jsou obsazeny v listech a plodech,
patii hlavné derivaty antrachinonu, jako jsou rhein, sennidin, sennosidy [75,76].

Rod obsahuje vice nez 250 zéstupci, jez se nachazi prevazné v tropech, ale vyskyt zasahuje
misty i na mirné pasmo [75].
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Obrazek 15: Vybrani zastupci rodu senna [77]

2.13.9 Zazvor

Nepostradatelnou soucasti domdci tradi¢ni mediciny je zazvor 1ékatrsky (jinak zazvornik
I¢katsky), jez mé své misto v kazdé domdcnosti. Jedna se o koteni ziskdvané z oddenkt: této
byliny. Historicky pochazi z Asie (Indie, Cina), jak uZ jako sou¢ast domaci kuchyng,
at’ uz ve formé koteni, limonad, piva ¢i soucast pekaiskych vyrobkil, nebo tradicni mediciny
[68].

Nejznamé;jsi ¢ast této vytrvalé byliny je jeji duZznaty oddenek, z n€hoZz vyrista nékolik stonkl
nesouci zluto-fialové kvéty, jez jsou uspotradany do klasu [68].

Na trhu se vyskytuje mnoho druhti zazvoru, avsak vSechny obsahuji 2-3 % silice, kde nejvétsi
podil ma zingiberen, nasledné pryskyfice aj. [68].

Obrazek 16: Oddenek zdazvoru lékarského [78]
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2.13.10  Zen-Sen pravy

Téz vSehoj ZenSenovy patii k tradicnim 1é¢ivym bylindm, jeZ jsou fazeny do Cceledi
aralkovitych. Pirozené se vyskytuje na tizemi Ciny, Rusku, misty na tizemi Koreji a stfedni
¢i vychodni Ameriky (americky Zensen) [79,80].

Pro néas zajimava podzemni ¢ast je tvofena kofenovou hlavou, z niz vyristaji mrkvovité
kofeny. Nadzemni ¢ast, tvofena lodyhou, nese slozené listy a drobné zelenobilé kvéty. Plody
jsou ¢ervené peckovice [79,80].

Jako ucinné latky je mozno uvést saponiny (asi 70 druhtl, jako ginsenosidy, pamaxosidy),
antioxidanty (maltol, kyselina salicylova a vanilovd), rizné polysacharidy (ginsan)
a peptidy [79,80].
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Obrazek 17: Zen-Sen pravy [81]
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3 CIiL PRACE

Cilem této bakalafské prace je pfipravit antimikrobidlni gely s rostlinnou slozkou ve formé
extraktu a oleje. V ramci prace byly feseny nasledujici dil¢i alohy:

1.

ok~ own

ReserSe — piehled rostlin s potencialnim antimikrobidlnim G¢inkem, aktivni latky
Ptiprava rostlinnych extraktii a oleju

Analyza aktivnich latek v extraktech a olejich z vybranych rostlin

Analyze antimikrobialnich a dalSich G¢inkt rostlinnych extrakti

Ptiprava a testovani antimikrobidlnich gelli s obsahem rostlinnych extraktt a oleju
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité mikroorganismy

Na testovani antimikrobialni aktivity v ramci této bakalarské prace byly pouzity kultury
Micrococcus luteus CCM 1569 a Serratia marcescens CCM 8587. Tyto bakterialni kultury byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy university v Brng.

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Prirodni slozky do gelii na pripravu extrakti

Anyz bio (SONNENTOR), lyofilizovany acai prasek (Iswari), eukalyptus (Lécivé rostliny),
hoi¢icné seminko bio (SONNENTOR), hiebic¢ek (Vitana), jalovec bio (SONNENTOR), jedle
kavkazska, senna (LéCivé rostliny), zazvor Cerstvy, ZenSen kofen (Lécivé rostliny)

4.2.2 Chemikalie na pripravu extrakti
Ethanol pro UV-VIS 99 % - Lach-Ner (CR)
Hexan - Lach-Ner (CR)

4.2.3 Chemikalie na charakterizaci extrakta

Folin-Ciocalteauovo &inidlo — Lach-Ner (CR)
2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)-(ABTS) — Sigma-Aldrich (DE)
Uhligitan sodny — Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny — Lach-Ner (CR)

Chlorid hlinity — Lach-Ner (CR)

Dusitan sodny — Lach-Ner (CR)

4.2.4 Chemikalie na kultivaci mikroorganismu
Nutrient Broth (NB), Himedia (India)

4.2.5 Pouzité chemikalie jako standard
Kyselina gallova — Sigma-Aldrich (DE)
Katechin — Sigma-Aldrich (DE)

Trolox — Sigma-Aldrich (DE)

4.2.6 Chemikalie na pripravu ¢astic

Chloroform — Lach-Ner (CR)

Lecithin — Serva (DE)

Cholesterol — hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3B-olu — Serva (DE)

4.2.7 Chemikalie na pripravu gelu
Carbomer, Polygel CA

4.3 Pomiicky a pristroje
Analytické vahy, Boeco (DE)
Predvazky, Boeco (DE)
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Vortex, TK3S, KArtell spa (USA)

Centrufuga Boeco U-32R, Hettich Zetrifugen (DE)

Magneticka michacka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)
Koloidni DLS analyzator TetaSizer Nano ZS — Malvern (UK)
ELISA ReaderBioTec ELx808, Biotec (DE)

Biohazard box, model Airstream, ESCO, Biotech (DE)
Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HS 3200, Bandelin (DE)
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (UK)

Vakuova rotaéni odparka Werke RV06-ML: IKA (DE)
Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Opticky mikroskop asoftware Dino Capture (CR)

Automatické pipety v rizném rozsahu objemu

Elektricky mlynek na kavu SILVERCREST SKMS 150 Al
SOXTHERM, C. Gerhardt GmbH & Co. KG (DE)

4.4 Priprava extraktu

Byly pfipraveny celkem tfi typy extraktd a to vodné, ethanolové a olejové. VSechny byly
pfipraveny zbylin zminénych vyse viz 4.2.1. Vodné a ethanolové byly extrahovany
v koncentraci 0,1 g/ml.

4.4.1 Vodné extrakty

Ve vodném prostiedi, jehoz objem ¢inil 50 ml, bylo extrahovano 5 g bylin. Extrakce
probihala na temperované magnetické michacce pti 80 °C po dobu 24 hodin. Poté byly extrakty
prefiltrovany bud’ ptfes gézu, nebo filtracni papir. Dale zcentrifugovany, aby byly zbaveny
vétsiho mnozstvi sedimentu.

4.4.2 Ethanolové extrakty

Rostlinna slozka byla extrahovana v 20% ethanolu pfi laboratorni teploté na tfepackach
po dobu 24 hodin. Objem ¢inil 50 ml a bylo pouzito 5 g bylin. Vzniklé extrakty byly zfiltrovany
bud’ pomoci gazy, nebo filtracniho papiru, nasledné zcentrifugovany.

4.4.3 Lipidické extrakty

Byliny byly ptedem odvéazeny (5 g) do extrakéni patrony, které nasledné byly ucpany vatou,
poté byly zality 120 ml hexanu, a po dobu 3 hodin a 4 minut extrahovany na SOXTHERMu
(podminky extrakce viz tabulka 1), vzniklé oleje byly prevedeny do banék. Oleje byly zbaveny
zbytkil rozpoustédla na vakuové odparce.
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Tabulka 1: Podminky extrakce olejii, program SOXTHERM Manager

Teplotni klasifikace: 300 °C

Extrakéni teplota: 170 °C

Redukéni interval: 3 minuty 30 sekund
Redukéni puls: 3 sekundy

Horka extrakce: 1 hodina 30 minut
Vyparovani A: 5x interval
Extrak¢ni Cas: 1 hodina 0 minut
Vypatovani B: 2X interval
Vypatovani C: 10 minut

Cas trvani: 3 hodiny 4 minuty

4.5 Charakterizace extraktu

4.5.1 Spektrofotometrické stanoveni celkovych fenolickych latek

Na spektrofotometru pomoci této metody meétime absorbanci modrého komplexu, které
vznika reakci fenolickych latek a Follin-Ciocaltauva ¢inidla. Jako standard pouzivame kyselinu
gallovou, pomoci riznych koncentraci kyseliny gallové byla sestavena kalibra¢ni kivka.

Do malé zkumavky bylo napipetovano 1 ml zftedéného Follin-Ciocaltauva ¢inidla v poméru
1:9, posléze ptidano 1 ml destilované vody a 50 pl vzorku. Po 5 minutach byl pfidan roztok
nasycen¢ho uhli¢itanu sodného. Po 15 minutich byla méfena absorbance pii vlnové délce
750 nm proti vode.

Na sestrojeni kalibraéni kiivky byl pouzit stejny postup, pouze misto vzorku bylo pfidano
50 pl kyseliny gallové v rozmezi koncentraci 0,1 az 0,7 mg/l. Na zéklad¢ ziskanych dat byl
sestrojen graf zavislosti absorbance na koncentraci.

4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni celkovych flavonoidi

Flavonoidy tvofi pfi této metodé barevny komplex, pfi¢emz absorbance je zavisla na mife
zbarveni zkoumaného roztoku. Jako standard byl pouzit roztok katechinu v ethanolu.

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vzorku spolu s 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% dusitanu
sodného. Obsah promichdn a ponechan 5 minut stat. Nasledné bylo pfiddno 1M 1,5 ml
hydroxidu sodnéhos 1 ml vody. Obsah zkumavek byl opét promichan a ponechan 15 minut stat.
Vzniklé barevné komplexy byly méteny pii vinové délce 510 nm proti destilované vodé.

Na kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny roztoky katechinu o koncentraci 0,05 az 0,3 mg/ml.
Poté byl vytvoten graf zavislosti absorbance na koncentraci katechinu.

4.5.3 Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci ABTS

Bylo pouzito vySe zminéné ¢inidlo ABTS -+ viz 2.6.1, kdy je ABTS rozpusténo v destilované
vodé, tak aby byl roztok 7nM. Nasledné musi byt roztok smichan s peroxodisiranem draselnym,
0 koncentraci 2,45 mM, na vytvoteni radikalového kationtu. Smés musi stat 12 hodin ve tmé
pfi laboratorni teploté.

Pfed samotnym meéfenim musi byt radikal nafedén UV-VIS ethanolem na absorbanci
0,70+0,02 pti vinové délce 734 nm. Méfeni na spektrofotometru probiha proti ethanolu.
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Jako blank byl pouzit 1 ml ABTS-+ radikalt spolu s 10 pl vody v ¢ase 0 (Ao), diky této
pocatecni hodnoté jsme byli schopni zjistit pokles absorbance u vzorkt. Pfi méfeni vzorka
pouze misto vody pipetujeme 10 pl vzorku, roztok poté zmétime po desaté minuté po smichani.

Ke kalibraci byl pouzit roztok Troloxu rozpustény v 60% ethanolu v rozmezi koncentraci
50 az 400 ng/ml. Do vypoctu zrovnice byla dosazovana hodnota AA (Ao-A1), vysledna
hodnota musi byt vyjadiena jako ekvivalent Troloxu.

4.6 Priprava liposomi
Pomoci tyCového ultrazvukového homogenizatoku byly piipraveny liposomy z vodnych,
ethanolovych i olejovych extrakta.

4.6.1 Pripravaliposomii z vodnych extrakti

Na liposomy z vodnych extraktti bylo pouzito 90 mg sdjového lecithinu a 10 mg cholesterolu,
smichdny s 10 ml extraktu. Vznikl4d smés byla homogenizovéana pomoci tycového ultrazvuku
po dobu 1 minuty do vzniku liposomd.

Byly vyrobeny liposomy z riznych koncentraci extraktt, kdy byl pouzit bud’ Cisty extrakt,
nebo desetkrat ziedény.

Vzniklé liposomy byly nejprve centrifugovany na 6 000 ot/min po dobu 5 minut, posléze
byl supernatant odebran do eppendorf zkumavek, které byly centrifugovany na 11 000 ot/min
po dobu 60 minut. Supernatant byl odebran a usazenina liposomu byla rozsuspendovana v 1 ml
sterilni vody. Vznikly vzorek byl pouzit k dalsi analyze.

4.6.2 Priprava liposomi z ethanolovych extrakti

Postup byl podobny jako v ptedchozim ptipadé, kdy bylo pouZzito 90 mg lecithinu a 10 mg
cholesterolu, které byly homogenizovany s 10 ml extraktu po dobu jedné minuty do vzniku
liposomil. Roztoky byly pied pozitim desetkrat zfedény.

Zbytek postupu je shodny s ptipravou vodnych liposomd, viz 4.6.1.

4.6.3 Priprava liposomiz lipidickych extraktu

100 pl oleje bylo rozpusténo v 1 ml chloroformu ve zkumavce, cely obsah byl smichan
s 90 mg lecithinu, 10 mg cholesterolu a 10 ml vody. Vse bylo promichano a v 50 ml kadince
pomoci ultrazvuku michdno do vzniku liposomli po dobu 1 minuty. PouZity chloroform
byl odpafen na magnetické michace s ohfevem pii 40 °C.

Dalsi body zpracovani liposomt byl shodny s upravou liposomtl z vodnych i ethanolovych
extraktn, viz 4.6.1.

4.7 Charakterizace liposomii

Zahy po ptipraveni liposomt byla stanovena enkapsula¢ni G€innost, taktéz velikost a stabilita
pfipravenych ¢astic, jejich antimikrobidlni a antioxida¢ni G€inky. Na zavér byla testovana jejich
dlouhodob4 stabilita.

4.7.1 Stanoveni velikosti a stability pripravenych ¢astic

Metoda DLS (dynamicky rozptyl svétla) je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro zjisténi
distribuce velikosti ¢astic, a zaroven 1 jejich stabilitu na zéklad¢ jejich zeta potencidlu.
Pii méfeni musi byt vzorek v kapalném skupenstvi, pfi¢emz pracujeme na koloidnim
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analyzatoru MalvernZetasizer Nano ZS, ktery umoziuje ziskat informace o velikosti, primérné
velikosti a indexu polydisperzivity vzorku.

Taktéz mizeme zméfit jiz zminény zeta potencial, za pomoci specidlniho nastavce opatfeny
elektrodou. Diky zeta potencidlu mizeme zjistit stabilitu analyzovanych ¢astic. Obecné
muzeme fici, Ze v ptipad¢ zeta potencialu, jez nabyva vyssich hodnot nez 60 mV (v ptipadné
zaporného naboje castic -60 mv), tak se jedna o ¢astice s vynikajici stabilitou, zatimco v piipadé
30 mV (také -30 mV) mluvime o dobr¢ stabilité. Je-li ale hodnota niz§inez 5 mV (nebo -5 mV),
tak mizeme dedukovat velmi rychlou agregaci nami vytvotrenych Castic.

4.7.2 Stanoveni enkapsulac¢ni tcinnosti

Po centrifugovani liposomu pii 11 000 ot/min po dobu 60 minut byl odebran supernatant,
zbytek postupu viz 4.6. V odebraném supernatantu byl uréen obsah volnych polyfenolt podle
navodu v 4.5.1., stejné tak i v extraktu pfed enkapsulaci byla stanovena celkova koncentrace
fenolickych latek. Z rozdilu koncentraci fenolickych latek pied a po enkapsulaci byla zjisténa
enkapsula¢ni u¢innost.

4.7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity liposomu
Celkova antioxidacni aktivita liposomil byla zjiS§téna pomoci stejného postupu jako u extrakti
v kapitole 4.5.3, kdy pouze misto extraktu bylo pouzito 10 pl rozsuspendovanych liposomtl.

4.7.4 Stanoveni dlouhodobé stability

Liposomy byly po ptipraveni skladovany pfi teploté 5 °C po dobu jednoho mésice, poté byly
zcentrifugovany pii 11 000 ot/min, supernatant odlit, ¢astice byly usuSeny a rozpustény
v chloroformu o objemu 1 ml. Ztakto pfipraveného vzorku je mozné zjistit mnoZzstvi
enkapsulovanych fenolickych latek. Do zkumavky bylo napipetovano 50 pl vzorku, z néhoz
byl odpaien chloroform, dale je postup shodny s kapitolou 4.5.1.

Dlouhodoba stabilita byla vypocitdna na zakladé mnozstvi uvolnénych fenolickych latek
Z jednotlivych castic.

4.8 Priprava tekutého média

Tekutd média byla ptipravena z media Nutrient Broth (NB). Jeho ptiprava byla pfesné podle
pokyni vyrobce na zakoupeném obalu, kdy je na ptipravu 100 ml pouzito 2,5 g pudrového
prasku, ktery byl rozpustén ve vod¢ a ponechan v Erlenmeyerové bance ponechan sterilovat.

4.9 Kaultivace mikroorganismu

Jak uz bylo vy$e zminéno, tak ke kultivaci byly pouzity dva kmeny bakterii, a to Micrococcus
luteus 2.11.2.1 zastupujici grampozitivni bakterie a Serratia marcescens 2.11.2.2 zastupujici
gramnegativni bakterie. S bakteriemi bylo pracovano zasadn¢ ve sterilnim boxu, kde byly
o¢kovany do kapalnych médii. Néaslednd inkubace byla provedena na temperovanych
tiepackach pti 37 °C.

4.9.1 Testovani antimikrobialni aktivity dilu¢ni bujonovou metodou

Vsechny extrakty i liposomy byly testovany na obou bakteridlnich kmenech, které byly
provadény ve sterilnim boxu. Bylo testovano, zda extrakty a liposomy mohou obsahovat néjaké
typy antimikrobidlnich latek.
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Zékladem metody je 96 jamkova mikrotitracni desticka, kde byl sledovan rist, pfipadné
inhibice rastu, mikroorganismti. Sledovani bylo provddéno na zikladé¢ zmény absorbance
pfi 630 nm. Cim vy$§i absorbance, tim vétsi nartist kultury.

Na testovani byla pouzita 24hodinovéa kultura, kdy buniky byly pfed méfenim zfedény
sterilnim médiem na absorbanci 0,1 pfi 630 nm. Do jamek byl napipetovan vzorek, ktery byl
podle potieby nafedén, aby byla sledovany minimalni inhibi¢ni koncentrace. Vzdy bylo pouzito
50 ul vzorku (extrakt, liposomy), k niz byla piidana kultura o objemu 150 pl. Objem kazdé
jamky ¢inil 200 pl. Na blank bylo pouzito 50 ul ¢istého rozpoustédla a stejné mnozstvi kultury.
Po piipraveni desticky byla na ELIZA Readru zméiena absorbance v Case 0. Zména absorbance
(narGst nebo inhibice) byla sledovana po 24 hodinéch.

4.10 Priprava gelu

Gely byly ptipraveny z destilované vody a carbomeru, pouzita koncentrace carbomeru byla
2 %. Carbomer byl michan s destilovanou vodou v kadince do vzniku gelu. Nasledné byly
ptidavany antimikrobidlni slozky ve formé extrakti, ptipadné liposomt. Byly pfi praveny gely
o ruznych koncentracich. Dale byly zkoumdany vlastnosti jednotlivych geli.

4.10.1 Testovani antimikrobialni aktivity
U ptipravenych gelu byla testovana jejich antimikrobialni aktivita podle postupu z kapitoly
49.1.
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5 PREHLED VYSLEDKU A DISKUZE

Cilem této bakalarské prace bylo vytvofit gely s pfirodni antimikrobialni slozkou. K tomuto
ucelu bylo vybrano 10 typt bylin a kofeni, z nichz byly pfipraveny 3 typy extraktl, a to vodné,
cthanolové a olejové. Kazdy extrakt byl otestovan s ohledem na mnozstvi fenolickych latek
a antioxida¢nich latek, také byla testovana jejich-antimikrobialni aktivita.

Z jednotlivych extraktii byly pfipraveny liposomy, u nichz byla stanovena velikost, stabilita,
antioxida¢ni aktivita, enkapsulacni uc¢innost, dlouhodoba stabilita a jejich antimikrobialni
ucinky.

VSechny antimikrobidlni testy byly provedeny jak na grampozitivnim kmeni bakterii,
tak i gramnegativnim kmeni.

5.1 Charakteristika extraktu
U vsech extrakti, jez byly pfipraveny podle navodu popsaném v kapitole 4.4, bylo stanoveno
mnozstvi fenolickych, flavonoidnich latek a jejich antioxida¢ni ¢i antimikrobialni aktivita.

5.1.1 Obsah celkovych fenolii
Byla sestavena kalibra¢ni zavislost podle postupu v kapitole 4.5.1, z niz byla ziskana rovnice
zavislosti absorbance na koncentraci fenolickych latek.
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Obrazek 18:Kalibracni zavislost pro stanoveni celkovych polyfenolii
Nejdiive byla zméfena absorbance extraktl. Podle miry absorbance byla z regresni zavislosti
vypocitana koncentrace fenolickych latek ve vzorku. Kazdy extrakt byl méten tfikrat, hodnoty
byly zpimérovany a vysledna hodnota byla pfepocitdina na mg fenolickych latek na gram
rostliny. Vypocitané koncentrace jsou zapsany v tabulce 2.
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Tabulka 2: Vysledné koncentrace celkovych fenolickych latek

Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty Olejové extrakty
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Acai berry 28,0+0,3 416+ 1,6 1,01 +£ 0,07
Anyz vonny 328+1,3 6,56 +0,11 1,06 +0,09
Eukalyptus 25,70 + 0,08 23,1+ 0,6 6,9+ 0,6
Hoi¢iéné seminko 64,9 + 0,6 45,7 +2.7 1,1+0,3
Hiebicek 130,9+ 2,4 70,2+ 1,4 1125+ 1,1
Jalovec obecny 19,7+1,2 47,7+ 0,3 1,08 + 0,02
Jedle 13,6£1,9 40,1+0,5 149+04
Senna 35,2+ 1,6 57,6 £3.,6 1,7+0,2
Zazvor 55+0,6 2,7+0,3 25,52 + 0,02
Zen-§en 7,0+£0,3 48+0,6 0,75+ 0,08
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Obrazek 19: Koncentrace polyfenolii v jednotlivych extraktech
Ze ziskanych vysledu, které lze vidét v tabulce 2 a na obrazku 19, mizeme vyvodit,
ze fenolickych latek je v nejmensi mife obsazeno Vv olejovych extraktech, vyjimka byl zazvor,
kde naopak bylo dosazeno nejlepsiho vysledku, ackoliv stale nizkého, a hiebicku, kdy nejnizsi

hodnota byla zméfena u extraktu ethanolového.

Nejlepsiho vysledku dosahl hiebicek, konkrétné jeho vodny extrakt s 130,9 mg fenolickych
latek na 1 g Cisté hmoty, dale jeho olejovy extrakt, ktery obsahoval 112,5 mg fenolickych latek
na 1 g suchého podilu testovaného vzorku. Nejvyssi vysledky byly obecné ziskdny u vodnych

Mve

U acai, jalovce, jedle a senny byly ucinné latky vyextrahovany nejlépe pomoci 20% ethanolu.
Zaroven je nutné podotknout, ze u acai (hlavné v ptipade olejového extraktu), anyzu (stejné
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jako u acai), aukalyptu, jedle, zazvoru a Zen-Senu byly hodnoty koncentraci velmi nizké.
Nejmensi obsah fenolickych latek byl detekovan u zen-Senu.

Mnozstvi extrahovanych latek je viditeln¢ individudlni, kazda rostlina reaguje na dané
rozpoustédlo jinak, tudiZz neni pozorovany vyrazny pravidelny trend ¢i né&jaké zavislosti
extrahovanych latek na rozpoustédle nebo typu extrakce.

5.1.2 Obsah celkovych flavonoidii

K vypoctu koncentraci flavonoidnich latek v testovanych vzorcich byla pouzita kalibracni
ktivka viz obrdzek 20, jenz byla ptipravena podle postupu v kapitole 4.5.2, podle né¢hoz byly
meéfeny i flavonoidy v testovanych extraktech. VSe bylo méfeno spektrofotometricky,
koncentrace extrahovanych latek byla vypocitdna zregresni rovnice kalibra¢ni piimky
a nasledné¢ pfepocitana na miligramy ucéinnych latek na gram rostliny (mg/g). Hodnoty
koncentraci byly zapsany do tabulky 3.

09 r
08 |
07 F
06 |

—05

<04
03 }
02
01 }
0

y = 2,8356x
R2=0,9971

0

0,05 0,1

0,15 0,2 0,25

¢ [mg/mi]

0,3 0,35

Obrazek 20: Kalibracni zavislost k stanoveni celkovych flavonoidii
Tabulka 3: Vypocitané koncentrace flavonoidii v testovanych extraktech

Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty Olejové extrakty
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Acai berry 16,3+£0,2 172+14 0,53+ 0,02
Anyz vonny 76+0,3 4,91 +0,05 0,62 £ 0,03
Eukalyptus 48+0,2 75+0,6 1,77+ 0,12
Hof¢i¢né seminko 18,9+ 0,6 2,43+£0,10 0,237 £ 0,009
Hiebicek 18,5+ 0.4 17,1+£0,5 6,8+0,5
Jalovec obecny 6,2 +0,3 59+0,4 0,70 £ 0,05
Jedle 12,8 +0,8 78+03 10,5+ 0,2
Senna 7,0+£0,6 54+0,2 1,57 £0,13
Zazvor 6,7+0,8 0,9+0,2 12,8 +£0,5
Zen-§en 3604 0,29 + 0,04 0,22 +0,03
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Obrazek 21: Obsah flavonoidii v testovanych extraktech
Z grafu na obrazku 21 je patrné, ze nejlépe probihala extrakce flavonoidnich latek ve vodg,
konkrétné u sedmi z deseti extraktti, mimo acaie a eukalyptu, u kterych nejlépe probihala
extrakce do ethanolu, nebo u zazvoru, kde stejné jako u polyfenolt byla extrakce nejacinngjsi
Vv ptipad¢ izolace oleje.

VW

v

zazvoru a jedle, téméf nulova.

Opét muze byt feceno, ze z grafu neni mozné vycist zadny vyrazny trend, mimo lepsi
extrakce pomoci vody, ale to mize byt zptisobeno volbou bylin. Reakce na typy extrakce
je nahodila.

5.1.3 Celkova antioxidacni aktivita

Pomoci postupu v kapitole 5.1.3 byla vytvoiena kalibra¢ni k¥ivka, zniz byly nasledné
vypocitany koncentrace antioxidacnich latek jako ekvivalent Troloxu a nasledné piepocitano
na pocet miligramii na gram rostliny. Métfeni probihalo spektrofotometricky podle stejného
navodu, jako probihalo sestaveni kalibracni zavislosti. VSechny vzorky byly proméfeny trikrat.
Ziskané hodnoty byly zaprany do tabulky 4.
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Obrazek 22: Kalibracni zavislost antioxidacni aktivity Troloxu

Tabulka 4: Ziskané koncentrace antioxidantii na gram rostliny

Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty Olejové extrakty
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
Acai berry 43+0,7 4,86 + 0,02 0,37 +£0,18
Anyz vonny 3,8+0,3 3,7£0,5 0+0
Eukalyptus 4,01 +£0,05 459+0,13 4,06 £0,03
Hoi¢iéné seminko 3,98 +0,15 4539 +0,013 0+0
Hiebicek 4,90 + 0,07 4,48 +0,12 10,351 + 0,009
Jalovec obecny 43+0,3 4,737 £ 0,004 0,15+ 0,11
Jedle 4,4 +0,2 32,6 +1,7 2,77+ 0,05
Senna 42+0,3 4,42 + 0,08 0,59 +0,14
Zazvor 15+0,2 0,76 + 0,09 10,366 + 0,009
Zen-Sen 1,8+0,5 1,9+ 0,4 0+0
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Obrazek 23: Mnozstvi antioxidantii v rostlinnych extraktech
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Z obrazku 23 je mozné vycist, ze piipravené extrakty nemaji pfili§ velkou antioxida¢ni
aktivitu, kdyz nezahrneme ethanolovy extrakt jedle, jez dosdhl pomérn€ vysoké antioxidacni
aktivity, taktéz olejové extrakty hiebicku a zazvoru vykazovaly vyssi antioxidacni aktivitu.
Mimo jiz zminénych dvou olejovych extraktd, mély nejnizsi antioxidacni aktivitu pravé olejové
extrakty, u nichz v nékterych ptipadech nebyla detekovana zadna antioxidacni aktivita.

U vétSiny extraktl je pomér mezi extrahovanymi antioxidanty ve vodnych a ethanolovych
extraktech témét vyrovnan, tudiz se da usuzovat, Ze na tento faktor opét nema markantni vliv
druh extrakce. Obsah antioxidanti je opét individualni.

5.1.4 Antimikrobialni Gcinky

Byl proveden antimikrobidlni test na dvou typech vybranych bakterii. Jako zéstupce
grampozitivnich bakterii byl vybran kmen Micrococcus luteus, a jako zastupce
gramnegativnich Serratia marcescens. Testy byly provedeny dilu¢ni jamkovou metodou
popsanou Vv kapitole 4.9.1. Na obou kmenech byly testovany jak vodné, ethanolové i olejové
extrakty. Méteni bylo nékolikrat opakovano, ziskané hodnoty byly zptimérovany a zakresleny
do nize vyobrazenych grafi. Do grafi byly zakresleny koncentrace extraktli s nejvyssi
antimikrobidlni aktivitou.

5.1.4.1 Kmen Micrococcus luteus
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Obrazek 24:Prehled nejlepsich vysledkii inhibice

Jak uz bylo feceno, testy byly provedeny dilu¢ni bujonovou metodou. Ze ziskanych hodnot
je patrné, Ze nejveétsi antimikrobialni aktivity dosahuji olejové extrakty, kde bylo dosazeno
ve dvou piipadech k inhibici 100 %, eukalyptovy a olej z jedle. U zazvoru si miizeme vyraznych
zlepSeni vlastnosti pii extrakci do oleje, stejné jakou antimikrobialnich vlastnosti v piipadé
oleje z eukalyptu a jedle. Co se tyc¢e hiebicku, jeho antimikrobialni vlastnosti nejsou zavislé na
typu extrakce. Eukalyptovy olej a olej z jedle taktéz vykazovaly i baktericidni aktivitu,
u eukalyptu dosahovala az 5,8 %, v ptipad¢ jedle 15,8 % oproti ptivodni koncentraci bunék.

45



5.1.4.2 Kmen Serratia marcescens
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Obrazek 25: Prehled nejlepsich vysledkii inhibice

Stejné jako v piipadé grampozitivni bakterie si muZzeme povSimnout 100% inhibice
eukalyptového oleje, ale obecné muzeme tvrdit, ze procento inhibice je nejlepsi v pripade
vodnych extrakti. NejhorSich vysledkti bylo dosazeno u ethanolovych extraktt, ackoli
v nékterych ptipadech byla procenta vyrovnana. Vyrazné zlepSeni inhibi¢nich vlastnosti bylo
ziskano v ptipad¢ jedlového oleje a oleje eukalyptu, taktéz jalovce, kde ale je vysledek
vyrovnan s vodnym extraktem. U eukalyptového oleje bylo taktéz dosazeno i baktericidniho
ucinku, jez dosahoval 2,6 %.

5.2 Charakteristika liposomi
Postupem uvedeném v kapitole 4.6 byly pfipraveny liposomy z Vodnych, ethanolovych
I olejovych extrakti, poptipadé jejich smési. Nasledné byly liposomy zcharakterizovany.

5.2.1 Velikost liposomi

Stanoveni velikosti liposoml bylo fizeno postupem z Kapitoly 4.7.1. Kazdé méfeni bylo
provedeno tiikrat, vysledné hodnoty byly zpimérovany a zapsany do tabulky 5 a tabulky 6.
V tabulkach miZzete vidét jak primérné velikosti, tak i hodnoty polydisperzivity systému. Byl
sestrojen graf, ktery muzete vidét na 0brdzku 26, pro celkovou pichlednost.
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Tabulka 5: Primeérnd hodnota distribuce velikosti a priimérné velikosti liposomii vodnych

a ethanolovych

Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty
Pdl O velikost Pdl O velikost
[nm] [nm]

Acai berry 0,201 £0,019 182,9+0,9 0,43+0,04 278,6+0,9
Anyz vonny 0,489 +0,014 332,173 0,237+0,013 169,73+1,19
Eukalyptus 0,438 +0,004 27243 0,245+0,024 184,3+0,2
Hoi¢i¢né seminko 0,504 £0,012 769,8+11,9 0,53+0,03 311,7£8.,4
Hrebicek 0,454 +£0,007 306,6+3,3 0,249+0,005 186,1+2,3
Jalovec obecny 0,298 0,014 256,3+3.,4 0,249+0,003 196,2+2.4
Jedle 0,3100 +0,0012 227,2+3,3 0,261+£0,012 183,5+0,9
Senna 0,47 +£0,03 187,3+1,4 0,371£0,005 202,94+2.5
Zazvor 0,227 +0,014 187+1 0,202+0,008 144,7+2,2
Zen-§en 0,241 £0,0012 227,0+0,9 0,231+0,005 172,3+1,8

Tabulka 6: Priimérna hodnota distribuce velikosti a priimérné velikosti liposomii olejovych

a vybrané smési

Rostlina Olejové extrakty Smés olej z acaie a vodného
jalovce
Pdl @ velikost Pdl @ velikost
[nm] [nm]

Acai berry 0,131+0,010 151,37+1,07 0,62 +£0,08 549,83 +5,09
Anyz vonny 0,115+0,019 149,4+1,3
Eukalyptus 0,175+0,013 161,7+2,4
Hof¢i¢né seminko 0,167+0,014 150,5+3,6
Hrebicek 0,184+0,006 158,0+0,6
Jalovec obecny 0,116+0,023 151,2+1,05
Jedle 0,154+0,020 144,20+1,15
Senna 0,218+0,011 196,23+2,2
Zazvor 0,205+0,009 192,6+2,5
Zen-$en 0,146+0,017 164,56+2,3
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Obrazek 26: Primerné velikosti pripravenych liposomii
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Z vysledkl je patrné, ze nejvétSich liposomli dosahujeme u vodnych extraktii, coz muize
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kde byl zkombinovan vodny extrakt jalovce a olejovy acaie. Acai jako jedina mé nejveétsi
liposomy ethanolové, u niz nejlepsich vysledki dosahoval pravé ethanolovy extrakt.

5.2.2 Stanoveni stability ¢astic
Stanoveni stability liposomt bylo provedeno podle postupu v kapitole 4.7.1, pticemz kazdé
méfeni bylo provedeno tiikrat. Méfeni byla zprimérovana a jejich hodnoty byly zapsany
do prehledné tabulky 7 a vyobrazeny v grafu na obrdzku 27.
Tabulka 7: Stabilita liposomii

Rostlina Vodné Ethanolové Olejové Smés

extrakty extrakty extrakty
ZP [mV] ZP [mV] ZP [mV] ZP [mV]

Acai berry 44 + 4 -124 £ 4 -37,7+2,1 -5,14+1,24

Anyz vonny -32+5 -165+12 -37,0+ 1,7

Eukalyptus -39+3 -149+ 6 -40+3

Hoi¢icné seminko 27 +2 -132+10 -42 +3

Hiebicek -43+4 -146 £ 9 -34,6+1,6

Jalovec obecny -45+ 3 -166 + 11 -35,7+15

Jedle 40+7 -149+7 -37,0+2,3

Senna -26,3+0,7 -121+3 -37+6

Zazvor -39+3 -160 + 16 -39+3

Zen-Sen -43+4 -167 £ 12 -35,6 + 2,6
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Obrdazek 27: Distribuce hodnot ZP

VétSina literatury udava hodnoty zeta potencialu mensi nez -30 mV a zaroveil vyssi 30 mV
pfisuzujeme stabilnim ¢asticim, jez netvoii agregaty. Z tabulky 7 a grafu na obrdazku 27 mizeme
vycist, zda vytvorené Castice jsou stabilni, ¢i nikoliv. V grafu byly hodnoty pro pfehlednost
udany v absolutni hodnoté. Nejvyssi stability dosahuji liposomy pfipravené z ethanolovych
extraktd, jejichz hodnoty jsou pomérné¢ vysoké. Oproti tomu liposomy z vodnych extraktt
ani zdaleka takové stability nedosahuji, coz opét mizeme ptisuzovat velkému mnozstvi
aktivnich latek, jez mohou tvofit agregaty. Zeta potencialy liposomi z vodnych a olejovych
extraktll jsou pomérné vyrovnané. Nejnizs$i hodnoty dosahuji liposomy z vodného extraktu
jalovce
a olejového extraktu acaie, kterd dosahuje pouze hodnoty -5,14 + 1,24 mV. U ethanolovych
extraktl bylo dosazeno stabilnich vyrovnanych hodnoty ZP, pfi¢emz nejvyssi stability dosahuje
zen-Sen s hodnotou -167 + 12 mV.

5.2.3 Enkapsulacni u¢innost

Stanoveni enkapsulacni UCinnosti probihalo podle postupu v kapitole 4.7.2, jez byla
stanovena u liposoml z vodnych, ethanolovych i olejovych extraktl, ptipadné jejich smési.
Utinnost byla stanovena v %, jako rozdil fenolickych latek v supernatantu a vychozim extraktu.
Kazdé méteni bylo opakovano, ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér, ktery byl pouzit pro
nasledné vypocty. Pro piehlednost byl sestrojen graf, jenz je vyobrazen na 0brdzku 28.
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Tabulka 8: Enkapsulacni ucinnost liposomii v procentech a koncentrace enkapsulovanych

fenolickych latek
Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty Olejové extrakty
c EU [%] c EU [%] c EU [%]
[mg/mi] [mg/ml] [mg/mi]
Acai berry 0,8 43,6 4,04 79,3 0,17 40,7
Anyz vonny 1,24 31,7 0,4 24,43 0,3 68
Eukalyptus 0,98 40,6 2,9 49,18 2,7 78,14
Hoi¢iéné seminko 0,06 3,8 0,98 34,6 0,14 43,17
Hiebicek 6,3 35,06 6,6 33,9 10,23 59,6
Jalovec obecny 0,7 33,09 0,4 21,8 0,4 75,11
Jedle 0,4 24,5 1,4 35,9 4,5 63,8
Senna 3,7 62,7 0,6 21,5 0,07 35
Zazvor 0,6 39,9 1,16 71,8 6,6 90,8
Zen-$en 0,4 53,11 2,04 76,7 0,9 97,5
Smés 1,21 8,02
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Obrazek 28:Enkapsulacni ucinnost pripravenych cdstic

Z vysledkii miiZzeme vycist, Ze nejvyssi enkapsulacni uc¢innost miizeme vidét u olejovych
liposomi, kde se tc¢inek blizi téméi 100 %. Jedinou vyjimkou je acai, kde opét nejlepSich
vysledka dosahly liposomy ethanolové. Nejvyssi procento je pfisuzovano Zen-Senu, kde bylo

MV

cvwr
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senny a anyzu, kde pro zménu bylo nizké procento enkapsulace u liposomu z ethanolovych

extraktu.

524

Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita liposomu byla stanovena stejné¢ jako v predchozim ptipadé, pomoci
navodu v kapitole 5.1.3. Ziskané honoty absorbance byly pfepocitany jako ekvivalent Troloxu
a zapsana do tabulky 9. Stejné jako v pfedchozich vyhodnocenich byl vykreslen graf,
ktery muZete nalézt na 0brdzku 29. Kazdé méfeni bylo opakovano, vysledné hodnoty
zpumérovany, z pramérnych hodnot vypocitana koncentrace.

Tabulka 9: Mnozstvi antioxidantioxidacni aktivity liposomii prepocitané na ekvivaletntTroloxu

Rostlina Vodné extrakty Ethanolové extrakty Olejové extrakty
¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml]
Acai berry 0,19+0,02 0,4+0,3 0,03+0,03
Anyz vonny 0,115+0,05 0,017+0,012 0+ 0
Eukalyptus 0,24+0,08 0,56+0,16 0,23+0,13
Hoi¢iéné seminko 0,80+0,07 0,63+0,23 0+0
Hiebicek 3,68+0,24 4,2+0,25 1,25+0,13
Jalovec obecny 0,34+0,21 0,27+0,18 0,39+0,07
Jedle 0,30+0,11 0,768+0,03 0,36+0,05
Senna 0,115+0,039 0,19+0,19 0,58+0,05
Zazvor 0,06+0,02 0,05+0,03 0,8+0,3
Zen-$en 0,05+0,02 0,03+0,03 0,3+0,2
Sm¢s: 1,4+0,3
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Obrdazek 29: Antioxidanty —liposomy

51



Obecn¢ ze ziskanych hodnot je patrné, Ze antioxidacni aktivita liposomt je nizka. Divodem
muze byt stabilita vyrobenych liposomi, ¢ehoz jsme chtéli docilit. Divodem ptipravy liposomil
je uchovat a zvysit stabilitu aktivnich komplext. Nizkd antioxidacni aktivita se muze
S postupem c¢asu meénit, nebot’ po ¢ase dochéazi k rozpadu fosfolipidového obalu a uvolnéni
aktivnich latek do prostiedi.

5.2.5 Antimikrobialni aktivita

Stejné jako u piipravenych extraktti byly provedeny antimikrobialni testy na dvou typech
vybranych bakterii. Jako zastupce grampozitivnich bakterii byl vybran kmen Micrococcus
luteus, a jako zastupce gramnegativnich Serratia marcescens. Testy byly provedeny dilu¢ni
jamkovou metodou popsanou Vv kapitole 4.9.1. Soubézné byly provadény testy na obou
kmenech. Na obou kmenech byly testovany jak vodné, ethanolové ¢i olejové liposomy.

5.25.1 Kmen Micrococcus luteus
V piipadé testovani na kmeni Micrococcus luteus nebylo dosazeno viditelnych vysledka
antimikrobialni Cinnosti. Ale z pfedchozich vysledkti miizeme vyvodit, ze tento vysledek
je zpusoben stabilitou fosfolipidového obalu a pomalého uvoliiovani u¢innych latek do okoli.
Jelikoz testy byly provedeny pouze v Casovém useku jednoho dne, tak pii postupném
uvoliiovani ucinnych latek miZzeme dosdhnout viditelnych vysledkii pii delsi inkubaci
s mikroorganismy.

5.2.5.2 Kmen Serratia marcescens
Stejné jako pfedchozim piipadé byly testy provedeny dilu¢ni bujonovou metodou uvedenou
v kapitole 4.9.1. Vysledky byly pro piehlednost zakresleny do grafu na obrdzku 30.
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Obrazek 30: Inhibice liposomit u kmene Serratiamarcescens
V piipadé¢ gramnegativniho kmene Serratia marcescens bylo jiz dosazeno viditelnych
vysledkt inhibi¢ni G¢innosti, které muzete pozorovat v grafu na obrdzku 30, kde nejlépe
dopadly liposomy s obsahem oleji. A pouze v piipadé zazvoru, jedle, anyzu a senny bylo
dosazeno viditelnych vysledkli i u vodnych extraktii. Procenta inhibice liposomt z extraktii
ethanolovych byla nulové. Ale z ptfedchoziho méfeni vime, Ze tyto liposomy se téSily vysoké
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stabilité. Nejlépe dopaly liposomy z olejového extraktu senny, kde byla inhibice pfes 35 %.
U acaie, zen-Senu i smési nebylo dosazeno zadnych vysledkt inhibice.

5.3 Charakterizace geli

Gely byly pripraveny pomoci postupu v kapitole 4.10. z vybranych typa extraktii a jejich
liposomt. Nasledné byly zkoumany jejich vlastnosti, jako jsou barva viné, jez by mohly
ovlivnit jejich budouci vyuZiti, jak ve farmacii, tak 1 kosmetice.

Obrazek 31: Pripravené gely z vybranych druhii liposomii

Obrazek 32: Pripravené druhy gelii s vybranymi olejovymi extrakty
Na obrdzku 31 a obrdzku 32 muzeme vidét piipravené gely z vybranych druhd liposomu
a olejovych extrakti. Olejové extrakty byly vybrany pro jejich jedine¢né antimikrobidlni
vlastnosti, zatimco liposomové gely byly pfipraveny z divodu dlouhodobégjsi stability

MV v

seminka, hiebi¢ku a jalovce, z ethanolovych liposomt byl vybran anyz, a z olejovy liposomu
eukalyptus, hiebicek a jedle. Gely z liposomt neoplyvaly vyraznou barvou a ani vini, pouze
gely z liposomu vyrobenych z olejovych extraktt, které mély jemnou vini ptivodni byliny.
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P %

vytvoreny pro jejich antimikrobialni vlastnosti, jemnou viini a schopnosti hydratace.
Celkem bylo vyrobeno 12 riiznych gela.

5.3.1 Antimikrobialni aktivita
Antimikrobialni aktivita byla opét testovana dilu¢ni bujonovou metodou popsanou v kapitole
4.9.1. Kdy u gelu z liposomu bylo dosazeno minimalni inhibice v ristu mikroorganisma. Gely
s oleji mély ekvivalentni vysledky jako pfi testovani samotnych olejt, viz 5.1.4, vysledna
inhibice byla nizS§i z divodu ziedéni oleji gelovou slozkou, obrdzek 33. Tudiz jejich
antimikrobialni u¢inky mohou byt odvozeny od jejich ptirodni slozky.
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Obrazek 33: Antimikrobialni aktivita gelii s olejovou slozkou

5.4 Shrnuti antimikrobidlnich testa

Pro piehlednost byly vytvofeny niZe uvedené tabulky, které shrnuji Gi€innost pfipravenych
extraktil, liposomu a geld proti ristu mikroorganismii. Znaceni bylo pouzito dle tabulky 10.
Znacenim ,-“ byly oznaceny latky neucinné, ,,+* malo uéinné, ,,++* stredné Géinné, ,,+++*
velmi 0¢inné a ,,++++ maximalné uéinné.

Tabulka 10: Znaceni procenta inhibice ristu mikroorganismii

Inhibice Znaceni

0-5% -

5-25 % +
26-50 % ++
51-75 % +++
76-100 % ++++
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Tabulka 11: Inhibice riistu micrococca lutea vlivem pripravenych extraktit a liposomii

Extrakty Liposomy
Rostlina Vodné Ethanolové Olejové Vodné Ethanolové Olejové
Acali ++ ++ ++ - - -
Anyz ++ ++ ++ - - -
Eukalyptus ++ 4+ ++++ - ; _
Hoft¢icné
seminko +++ + +++ - - -
Hiebicek +++ +++ +++ - - -
Jalovec +++ + ++++ - - -
Jedle ++ + ++++ - - -
Senna ++ + +++ - - -
Zazvor ++ ++ ++++ - - -
Zen-Sen ++ + ++ - - -
Tabulka 12: Inhibice riistu micrococca lutea viivem pripravenych gelii
Gely s liposomy Gely
Rostlina Vodné Ethanolové Olejové Oleje
Acai +
Anyz - ++
Eukalyptus -
Hoft¢iéné
seminko - ++
Hiebicek - -
Jalovec -
Jedle -
Senna +++
Zézvor ++
Zen-$en

Tabulka 13: Inhibice ristu serrattie marcescens vlivem pripravenych extraktii a liposomii

Extrakty Liposomy
Rostlina Vodné | Ethanolové | Olejové | Vodné Ethanolové Olejové
Acali ++ ++ ++ - - -
Anyz +++ + ++ - - -
Eukalyptus +++ ++ ++++ - - ++
Hoft¢icné
seminko +++ + + - -
Hiebicek ++++ +++ +++ - -
Jalovec +++ + +++ - - +
Jedle + + ++++ - - ++
Senna ++ ++ + + - ++
Zazvor ++ ++ ++ + - -
Zen-$en + ++ + - - -
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Tabulka 14: Inhibice ristu serratie marcescens vlivem pripravenych geli

Gely s liposomy Gely
Rostlina Vodné | Ethanolové | Olejové Oleje
Acai +
Anyz - +
Eukalyptus +
Hoic¢icné
seminko - - +
Hiebicek -
Jalovec -
Jedle +
Senna
Zazvor +
Zen-Sen

Muzeme fici, Ze nejlepSich vysledki dosahly olejové extrakty z eukalyptu a jedle, jez dosahly
maximalni G¢innosti proti riistu obou typd mikroorganismt. Velmi dobrych vysledki, které
byly konstantni pro jakykoliv typ extrakce, bylo docileno u hiebicku. Také vodny a olejovy
U ostatnich typt extraktii bylo docileno rtiznych inhibic ristu u rozdilnych skupin bakterii,
jak uz jsme dtive zjistili v pfedchozich kapitolach, tak druh extrakce mé vliv na mnozstvi
vyextrahovanych latek, jez zptsobuji antimikrobidlni i antioxida¢ni aktivitu danych rostlin.

Naopak liposomy vykazuji minimalni antimikrobialni aktivitu proti inkubovanym bakteriim,
ackoliv nejvyssi inhibice bylo docileno v ptipadé olejovych liposomi testovanych na serratii
marcescens, u nichz byla nalezena i stiedni ti¢inek. Ale tento fakt mize poukazovat na stabilitu
pfipravenych ¢astic.

Piipravené gely nevyhazovaly pfili§ velkou antimikrobidlni aktivitu, ale to muize byt
zpiisobeno nafedénim ve struktufe gelu a také stabilitou ptfidanych liposomalnich ¢astic.
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na zkoumani antimikrobidlnich vlastnosti vybranych
rostlin, jakoZto alternativy K antibiotikim. Zarovenn bylo cilem piedloZzené prace vyuziti
vybranych rostlinnych antimikrobidlnich extraktt pro aplikace do gelti k zevnimu pouziti.

Celkem bylo vybrano 10 bylin, znichz byly vyrobeny 3 druhy extraktd, a to vodny,
ethanolovy a olejovy. Kazdy extrakt byl nejprve otestovan na obsah fenolickych latek a jejich
antioxidacni aktivitu. Z téchto extrakti byly nadale vyrobeny liposomy, pfedevsim za ucelem
stabilizace antimikrobialnich latek, jez mohou byt strukturné labilni a podléhaji vlivem vnéjSich
faktort destrukci a nasledné nefunkénosti.
jedle, senny, zazvoru a zen-$enu. Obsahem fenolickych latek vynikal hiebicek, jenz obsahoval
130,9+2,4 mg/g fenolickych latek za pouziti vodné extrakce, jeho olejovy pak dosahl
koncentrace 112,5+1,1 mg/g fenolickych latek. V piipadé stanoveni obsahu flavonoida byla
a hebicku (18,5+0,4 g/mg). V piipad¢ antioxida¢ni aktivity byla nejvyssi hodnota detekovana
u jedle v ethanolovém extraktu, zde byla stanovena koncentrace 32,6+1,7 mg/g antioxidantli na
gram rostliny.

Nasledné byly pfipraveny liposomové Castice s obsahem testovanych extrakt. U ¢astic byla
zméfena jejich velikost, stabilita, ktera byla charakterizovana pomoci zeta potencialu,
enkapsula¢ni u¢innost a antioxidaéni aktivita. Distribuce velikosti pfipravenych liposomovych
Castic se pohybovaly v rozmezi od 100 az do 800 nm. A ve vétsiné piipadt, byly ptipravené
Castice stabilni. Nejvyssi hodnota zeta potencialu bylo dosazeno piedev§im u liposomi
obsahujicich ethanolové extrakty, kde byla naméfena zcela nejvyssi absolutni hodnota zeta
potencialu u Zen-Senu (16712 mV Déle byla u ¢astic stanovena enkapsula¢ni UCinnost
fenolickych latek. NejvySsi enkapsulac¢ni uc¢innosti bylo obecné dosazeno u lipidickych
extraktt, kde liposomy dosahovaly v nékterych piipadech téméf 100 % enkapsSulacni
uspésnosti, zen-Sen (97,5 %), zazvor (90,8 %). Testovana byla i antioxidacni aktivita
pfipravenych liposomi a nejvyssi hodnota byla zjiSténa u liposomil s enkapsulovanym
ethanolovym extraktem hiebicku, 4,24+0,25 mg/ml.

Vsechny pfipravené extrakty i liposomy s obsahem téchto extraktli byly podrobeny také
testim antimikrobialni aktivity. Antimikrobidlni aktivita byla sledovéna vii¢i grampozitivnimu
kmenu Micrococcus luteus a gramnegativnimu kmenu Serratia marcescens. Nejvyssi miry
inhibice mikroorganismii bylo dosazeno Vv pfipadé eukalyptového oleje, kdy byla u obou kmeni
stanovena 100% inhibi¢ni uc¢innost. V piipadé kmene Micrococcus lutea byla 100%
antimikrobialni aktivita stanovena 1 u lipidického extraktu z jedle. Ve srovnani
s neenkapsulovanymi extrakty pak liposomy nevykazovaly téméf zaddnou antimikrobidlni
aktivitu, coz vSak muze svédCit i o stabilit¢ pfipravenych castic a pomalém uvoliiovani
aktivnich latek.

Na zavér prace byly vybrany nejucinngjsi ¢astice a oleje byly zakomponovany do struktury

2 %

a jalovce, ethanolového extraktu anyzu, a olejovych extraktii eukalyptu, hiebicku a jedle. Dale
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gely s antimikrobialni slozkou, jez by mohly nalézt uplatnéni ve farmacii, jako alternativa
k antibiotikiim s vné&j$im aplikaci, nebo kosmetice.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:
PCS — fotonova korelacni spektroskopie
UV oblast — ultra fialova oblast
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
DLS-dynamicky rozptyl svétla
ZP-zeta potencial
NB-Nutrient Broth
ABTS-2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)
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