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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo tuspésné piipravit PVDF nanovldkennou vrstvu
s inkorporovanymi aktivnimi latkami esenciadlnich oleji v rizném hmotnostnim
zastoupenim a nasledné¢ sledovat jejich antibakterialni ¢inky viic¢i testovanym bakteriim.
Teoreticka ¢ast se vénuje charakterizaci nanovlaken, jejich pfipravé a moznym aplikacim
v prumyslu. Kromé toho se zabyva i charakterizaci esencialnich olejt, pfedevsim aktivnich
latek v nich obsazenych, které jim udavaji charakteristické vlastnosti, jako je antibakterialni
aktivita nebo antioxidacni uCinek. V experimentdlni Casti je popsdna pfiprava
a charakterizace morfologie PVDF nanovldkennych membran s inkorporovanymi
aktivnimi latkami esencidlnich olejl, jedna se o latky eugenol, thymol, cinnamaldehyd,
linalool a karvakrol. Jsou zde vyhodnoceny 1 vysledky antibakterialni aktivity a tvorby
biofilmu vG¢i gramnegativni bakterii Escherichia coli a grampozitivni bakterii
Staphylococcus aureus. Pravé PVDF nanovldkna s inkorporovanym thymolem vykazovala
vyborné vysledky, kdy bylo u nich potvrzeno potlaceni tvorby biofilmu obou testovanych

bakterialnich kmenu.

Klicova slova: nanovlakna, PVDF, aktivni latky esencidlnich oleja, antibakterialni aktivita

ABSTRACT

The aim of the diploma thesis was to successfully prepare a PVDF nanofiber structure with
incorporated active substances of essential oils in various weight proportions and monitoring
their antibacterial effects against the tested bacteria. The theoretical part discusses the
characterization of nanofibers, their preparation and possible application in industry. In
addition, discusses the characterization of essential oils, mainly the active substances
contained in them, giving them characteristic properties such as antibacterial activity or
antioxidant effect. The experimental part describes the preparation and characterization of
the morphology of PVDF nanofiber membranes with incorporated active substances of
essential oils, such as eugenol, thymol, cinnamaldehyde, linalool and carvacrol. The results
of antibacterial activity and biofilm formation against the gram-negative bacteria
Escherichia coli and the gram-positive bacteria Staphylococcus aureus are also evaluated
here. It was PVDF nanofibers with incorporated thymol that demonstrated excellent results,

when the suppression of biofilm formation of both tested bacterial strains was confirmed.

Keywords: nanofibers, PVDF, active substances of essential oils, antibacterial activity
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UvVOD

Nanomaterialy za posledni desetileti rostou na popularité¢ v. mnoha pramyslovych odvétvich
diky svym rozmérim, které¢ jim udéavaji specifické vlastnosti jako je velkd povrchova
reaktivita. Velky rozmach mezi nanomateridly zazivaji pravé nanovlakna, jejichz rozméry
se pohybuji pod 1 pm. Riznoroda distribuce rozmérii a nahodilé uspotradani vlaken jim

definuje jejich porézni strukturu (Ramakrishna, 2005).

Nejpouzivanéjsi metodou pro vyrobu nanovldken je elektrostatické zvldknovani, diky
kterému Ize dosédhnout riznych rozmért vlaken, které se pohybuji od 100 az do 1000 nm.
Tento proces je zalozen na piekonani povrchového napéti polymerniho roztoku aplikovanym
vysokym napétim, ¢imz dojde k jeho nestabilité¢ a tvorbé tzv. Taylorovych kuzell. Z téchto
kuzeli jsou emitovany nabité paprsky polymerniho roztoku, které¢ se bicujicim pohybem
zacnou piiblizovat k opacné elektrodé (kolektoru). V pribéhu tohoto pohybu dochazi
k postupnému odparovani rozpoustédla a vzniku tuhych vldken, které dopadaji na kolektor.
Cely proces zvlakiovani je vSak ovlivnén mnoha faktory, které ovliviiuji vyslednou
morfologii nanovldken (koncentrace polymerniho roztoku, povrchové napéti, vodivost,
procesni parametry, teplota, vlhkost prostfedi, a dalsi) (Yalcinkaya, 2019; Okutan et al.,
2014; Tucker et al., 2012; Luo et al., 2010).

Inkorporovanim dalSich latek do nanovldkenné struktury lze docilit vzniku novych
funk¢nich vlastnosti (antibakteridlni vlastnosti). Pravé u aktivnich latek esencidlni oleju je
deklarovana jejich antibakteridlni aktivita vii¢i gramnegativnim 1 grampozitivnim bakteriim
(Svamy et al., 2016). Tyto antibakteridlni vlastnosti by se daly vyuzit v mnoha aplikacich
nanovlakennych membran, napf. pfi filtraci vody, jako vnitini soucast obalovych materiala
kosmetickych produktii nebo soucéast obvazovych materidli na rany. Jednotlivé aplikace, se
vSak odviji od samotného polymeru pouzitého na jejich vyrobu, miZze se jednat

o biopolymery nebo syntetické polymery (Kenry et al., 2017).
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CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo pomoci elektrostatického zvlaknovani ptipravit PVDF
nanovlakenné membrany s inkorporovanymi aktivnimi latkami esencialnich olejii (thymol,
eugenol, linalool, karvakrol a cinnamaldehyd) o rizném hmotnostnim zastoupeni a poté
byla u nich pozorovana jejich antibakteridlni aktivita vaci bakteriim Escherichia coli

a Staphylococcus aureus.
Dil¢i cile prace byly:

e pfiprava polymernich filma se zabudovanymi aktivnimi latkami a zhodnoceni jejich

antibakterialni aktivity;
e piiprava nanovladken s inkorporovanymi aktivnimi latkami;
e charakterizace morfologie pfipravenych nanovlaken;

e posouzeni antibakterialni aktivity a tvorby biofilmu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NANOVLAKNA

V poslednich letech doslo ve svété k velkému rozvoji nanomateriald, jez zahrnuji Sirokou
Skalu zajimavych materidlti s vynikajicimi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Mezi
tyto materidly patii nanocastice, kvantové tecky, nanodraty, nanotrubice, nanorody
a nanovlakna (Obrazek 1) (Kenry et al., 2017). Véda zabyvajici se t€émito materialy, nebo
strukturami a zafizenimi v nanoméfitku se nazyva nanotechnologie. Hlavnim kritériem pro
klasifikaci nanomaterialt je jejich rozmér, kdy pravé jeden z rozméri je 100 nm nebo méné.
(Ramakrishna, 2005) Avsak komer¢ni sektor umoznil Sir$i flexibilitu tohoto kritéria, kdy

nanomateridly mohou nabyvat rozmérd az do 1 pum (Pisignano, 2013).

Obrazek 1 Nanovlakenna vrstva ptipravena elektrostatickym
zvlakinovanim, upraveno dle Peer et al. (2020)
Mezi nanomateridly s nejveétSim potencionalnim vyuzitim patfi nanovldkna (Obrazek 1),
jez navzdory své popularité v poslednich letech stile ptedstavuji relativné novou tiidu
materialt (Sirc ef al.,, 2012). Z pohledu akademického by tyto materidly mély byt exaktné
klasifikovany jako submikronova vlakna, nybrz komeréné¢ znamé jsou pod terminem
nanovldkna (Ramakrishna, 2005). Nanovldkna, piesn¢ji tedy submikronova vlakna,
s definovanymi rozméry vladken pod 1 pm, mohou byt vyrobena z riznych materiali, jako

jsou polymery ptirodniho nebo syntetického ptivodu, materiali na bazi uhliku, polovodicii

nebo kompozitnich materialit (Tan et al., 2005). Dulezitymi charakteristickymi rysy pro
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vyrobu a aplikaci nanovléken je chemické slozeni, mechanické vlastnosti, tepelné chovani,
hydrofilita &i hydrofobicita (Sirc et al., 2012). Disponuji pozoruhodnymi vlastnostmi, mezi
které se fadi vyjimecné vysoky pomér povrchu k objemu, vysokd poérovitost a morfologie.
Pravé tyto vlastnosti hraji klicovou roli v pokrocilych aplikacich nanovldken v raznych
védeckych odvétvich jako je biomedicinské inzenyrstvi, zdravotnictvi, zivotni prostredi
a dalsi jiné (Kenry et al., 2017).

1.1 Charakterizace nanovlaken

Dutlezitym aspektem pro aplikaci nanomateriali je charakterizovani jejich fyzikalnich
a chemickych vlastnosti. Tyto vlastnosti lze detekovat pomoci rtiznych metod (Sirc et al.,

2012).
Fyzikélni vlastnosti nanomateridlti k posouzeni:
e povrchova topografie/morfologie;
e distribuce rozméru vlaken;
e struktura, zahrnujici krystalinitu a pfitomnost deformaci;
e rozpustnost;
e mechanické vlastnosti.

Chemické vlastnosti k posouzeni:

strukturni vzorec/molekularni struktura;
¢ slozeni nanomaterialu (vCetné stupné Cistoty, znamych necistot nebo piisad);
e fazova identita;

e povrchova chemie (slozeni, naboj, napéti, reaktivni mista, fyzikalni struktura,

fotokatalytické vlastnosti, zeta potencial);
e hydrofilita/lipofilita.

Nanovldkna pfipravend z vétSiny semikrystalickych polymert maji ur€ité strukturni
uspotadani. Béhem technologického procesu vyroby nanovlaken ¢ast fetézct krystalizuje do
formy lamel, sloZzené z malych krystalll, a zbytek je tvofen amorfni fazi. Diky pfitomnosti
prodluzovacich a smykovych sil jsou tyto lamely uspotfddany do fibril nebo vlakének.

Smykové sily maji vliv na zarovnani vlaken podél osy. Povrch nanovlidken je sloZzen
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z orientované vrstevnaté roviny soubézné s osou nanovldkna, kterd se snazi dosdhnout
urc¢itého stupné uspotradani (charakteristické je nahodilé uspotfadani fetézct vldken). VéEtsina
pripravenych vlaken je proto ve form¢ netkanych textilii (Gugulothu ef al., 2019; Nemati et

al., 2019).

Ve vétsing aplikaci jsou nanovldkna béhem své zivotnosti vystavena mechanickému
namahdni a napéti z okolniho prostiedi. Takova napéti mohou zpusobit trvalou deformaci
nebo dokonce destrukci nanovlaken. Proto je dulezité charakterizovani mechanickych
vlastnosti jednotlivych nanovldken pomoci riiznych technik pro mechanickou charakterizaci
nanovlaken, jako je tahova zkouska, ohybova zkouska a vtlaceni provedené v nanoméfitku

(Tan et al., 2006).

Praveé lamelarni a amorfni Casti fetézci vlaken ovliviiuji jejich pevnost a modul pruznosti.
Ke zménam mize dochdzet v pribéhu elektrostatického zvlakiovani, kdy dochazi
pfedevSim ke zménam v krystalinit¢ a molekularnim uspofadani. Amorfni faze urcuje

elastické vlastnosti a krystalickd faze udava stabilitu vlaken (Tan et al., 2006).

1.1.1 Zobrazovaci optické metody

Zobrazovaci metody jsou dnes Siroce pouZivany pro hodnoceni struktury a predstavuji
podstatnou soucast charakterizace vétSiny materiald, vcetné nanovlaken. Skupina
zobrazovacich metod zahrnuje zejména optickou mikroskopii ve viditelném rozsahu,
skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM), transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)
a mikroskopii atomovych sil (AFM) (Naraghi et al., 2007). Velkou vyhodou zobrazovacich
metod je, Ze struktura mize byt pfimo vizualizovana na riznych mistech nanovlakenného
vzorku. Ziskané obrazky proto poskytuji uzitecné informace k porovnani mistnich struktur
v celém vzorku. Navzdory vySe uvedenym vyhodam vSak zobrazovaci techniky neposkytuji
definované ciselné hodnoty umozZiujici kvantitativni srovndni mezi rdznymi

nanovlakennymi materialy (Sirc et al., 2012).

Vystup elektronové mikroskopie je vysledkem interakce vzorku s elektronovym paprskem.
Na tuto interakci ma vliv mnoho faktord, jako je elektronovéa energie, hustota vzorku,
atomovy pocet prvki a samoziejmé topografie povrchu vzorku. Pruzné a nepruzné
interakce elektroni s atomy vzorku generuji sekundarni elektrony, Augerovy a zpétné
odrazené elektrony, kontinuum a charakteristické rentgenové paprsky. Aby se zabranilo
odpudivé reakci elektronového paprsku, je povrch vzorku obvykle pokryt tenkou vodivou

vrstvou zlata. Jak bylo uvedeno vySe, zobrazovaci metody umoziuji pifimou vizualizaci
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pozorovanych nanostruktur. Z tohoto pohledu je SEM uzite¢nou metodou pro vyhodnoceni
zakladnich morfologickych charakteristik pfipravenych nanovldken (primér vlakna)
a navic umoznuje odhalit rizné deformace v nanovldkennych strukturdch vznikajici pfi
elektrostatickém zvlakiiovani pii konkrétni koncentraci polymeru (Sirc ef al., 2012; Hang et

al,, 2011).

1.1.2 Rtut’ova porozimetrie

Metoda je zalozena na vlastnosti rtuti, kterd nezvlhcuje povrch pevnych materiali. Béhem
meéfeni je vzorek umistén do vakuované cely a rtut’ je nasledné ptenesena do cely se
vzorkem (Rutletge et al., 2009). Poté se aplikuje takovy tlak, aby doslo k proniknuti rtuti
do pori vzorku. Béhem méfeni je zaznamenavan vyvinuty tlak a vniknuty objem rtuti do
poéru nanomaterialu. Ve vysledku se ziska kiivka, ze které 1ze odecist parametry popisujici

strukturu port vzorku nanomaterialu (Sirc ef al., 2012; Rutletge et al., 2009).

1.1.3 BET méfeni povrchové plochy

Technika pojmenovana podle jejich vynalezcii Brunauera, Emmetta a Tellera (BET) je
nejcastéj$i metodou pro stanoveni mérného povrchu poréznich materidli. Méfeni je zaloZeno
na fyzikalni adsorpci plynu na povrchu vzorku (Zhang et al., 2006). MnozZstvi plynu lze
definovat Langmuirovou izotermou za piredpokladu jedné vrstvy molekul plynu na
homogennim povrchu, které nejsou vzajemné ovlivnény (Sirc et al., 2012; Huang et al.,

2008).

1.1.4 Meéreni kontaktniho uhlu

Kromé morfologie a mechanickych vlastnosti je dilleZitym rysem nanomaterial jejich
chemické slozeni. Pfi vyvoji nového materialu je kritickym krokem optimalizace jeho
povrchovych vlastnosti s ohledem na jeho konkrétni aplikaci. Hydrofilni ¢i hydrofobni
charakter povrchu podstatné ovliviiuje interakce mezi syntetickym povrchem a jinou
proménnou. K urceni stupné hydrofility daného povrchu je nejrozsirenéjsi metoda méteni
kontaktniho tthlu. Metoda se provadi technikou pfisedlé kapky nebo pfilinajici bubliny ve

statickém nebo dynamickém rezimu (Sirc et al., 2012; Huang et al., 2008).

1.2 Polymery vhodné na pripravu nanovliken

Vice nez 100 raznych typt organickych polymert, vcetné pfirodnich i syntetickych

polymertd, bylo GspéSné prozkoumdno pro piimou vyrobu nanovlaken (Xue ef al., 2019).
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Syntetické polymery obecné poskytuji vysokou flexibilitu pfi syntéze, zpracovani
a modifikaci a jsou ndkladové efektivnéjsi nez piirodni. Dilezité je, ze jejich mechanické

vlastnosti 1ze snadno upravit (Nemati et al., 2019).

1.2.1 Prirodni polymery

Mezi zajimavé prirodni biopolymery pouzivané k vyrobé biologickych materiala patii,
celuldza, chitin, chitosan, Skrob, fibrinogen, kyselina hyaluronova a dalsi jiné. Velmi ¢asto
se vyuzivaji jako leSeni (scaffolds) v tkanovém inzenyrstvi kviili své biokompatibilité

a biofunkcnosti (Nemati ef al., 2019).

Nedostatky u syntetickych polymert lze pravé piekonat ptirodnimi biopolymery, zejména
diky jejich biologické rozlozitelnosti a biokompatibilité. Vykazuji efektivni filtracni vykon
a mikrobidlni odolnost, diky ¢emuz jsou vhodnou alternativou pro filtraci vzduchu na
biologické bazi ke stavajicim filtrim odvozenym od syntetickych polymert. Pfirodni
biopolymery se také velmi Casto spojuji se syntetickymi polymery kvili zlepSeni celkové

ucinnosti (Shanmugan et al., 2021).

1.2.2 Syntetické polymery

Hlavnimi vyhodami syntetickych polymert je jejich zvlaknitelnost, vynikajici mechanicka
integrita a hospodarnost. Velké mnozZstvi biokompatibilnich a biologicky odbouratelnych
syntetickych polymert jako je polykaprolakton (PCL), kyselina polymlééna (PLA), kyselina
polyglykolova (PGA), polyethylenoxid (PEO), polyvinylalkohol (PVA) jsou ve formé
nanovlaken vyuZivany pro aplikace v oboru tkanového inZenyrstvi. PCL je slibny a ¢asto
pouzivany biologicky odbouratelny synteticky materidl s vysokou pevnosti v tahu diky
svym odlisnym reologickym a viskoelastickym vlastnostem, coZ z n¢j ¢ini vhodného

kandidata pro aplikace, kde je diilezitd mechanickd pevnost (Nemati et al., 2019).

Dalsi syntetické polymery, jako je polystyren (PS) a polyvinylchlorid (PVC), se
elektrostaticky zvlaknuji na nanovldkna pro komercni aplikace souvisejici s ochranou
zivotniho prostiedi. Jiné typy funkénich polymert, jako je polyvinylidenfluorid (PVDF),
byly také elektrostaticky zvldkniovany do nanovldken pro hojné uplatnéni v Zivotnim

prosttedi (Xue et al., 2019).
PVDF je semikrystalicky polymer, ve kterém se opakuje monomer -(CH2-CF2), - (Cauda et
al., 2015). Je jednim z nejoblibenéjSich polymert pouzivanych v. membranovém primyslu

a aplikacich diky svym specifickym vlastnostem, v¢etné vysoké chemické odolnosti, dobré
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tepelné stabilité, vynikajici zpracovatelnosti, hydrofobnosti a mimoradnymi mechanickymi
vlastnostmi. OvSem je nachylny ke zneciSténi organickymi latkami, bakteridlnimi
kontaminacemi, s ¢imZ je spojené ucpavani a blokovanim pérti a tvorba vrstvy necistot

(Shen et al., 2017).

\/ \/ \/ \/ \/
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Obrazek 2 Molekulova struktura PVDF, upraveno dle Eisenmenger et al. (1999)

PVDF je rozpustny v nékterych béznych rozpoustédlech, jako je dimethylformamid (DMF),
ale neni jej mozné rozpustit ve vod¢ (hydrofobni charakter), proto jeho membrany nachazeji

uplatnéni naptiklad pfi filtraci vody (Kang et al., 2014)

1.2.3 Funkéni a kompozitni nanovlakna

K ptekonani omezeni jednoslozkovych systémil lze pouzit smési polymert. Tato strategie
muze vytvofit nova leSeni pro tkdnové inZenyrstvi, ktera maji optimdlni mechanické
a biologické vlastnosti. Syntetické polymery obecné poskytuji vysokou mechanickou
pevnost a pfirodni polymery na povrchu nebo uvnitt leSeni umoznuji interakce pro
rozpoznavani bunék, které jsou zivotné diilezité pro chovani a zlepSovani bunck (Nemati et

al., 2019).

Je prokdzéano, ze kombinace nanovlaken a nanocastic maximalizuje funkci nanocastic, kdy
nanovlakna poskytuji podporu pro nanocastice, kdy dochazi ke zvySeni povrchu nanoc¢éstic
a kontaktni plochy. Dals§i vyhodou téchto kompoziti (nanocastic a nanovlaken) je, ze
snizuji sekundarni znecisténi zplisobené ¢istymi nanocasticemi, protoze tyto nanoc¢astice se

uvolnuji do zivotniho prostiedi a je obtizné je odstranit (Lou et al., 2020).

1.3 Priprava nanovlaken

Polymerni nanovldkna se stavaji dilezitymi materidly v fadé aplikaci diky jedine¢nym
vlastnostem (velky povrch, vysokd porovitost, vynikajici mechanické, elektrické

a chemické vlastnosti), které si ziskaly zvySenou pozornost v pribéhu casu. Velky
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potencial nanovlédken se podilel na rozvoji jejich technologickych procest vyroby. Prave
metody vyroby nanovldken by se daly rozdélit do dvou skupin, konkrétné¢ metodam
elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici elektrostatickou silu k tvorbé vlaken a metodam
ne-elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici mechanickou silu (fyzikalni dlouzeni, fazové
déleni a jiné). Parametry nanovldken a ndklady vyroby jsou dilezitymi faktory, které je
tteba brat v tvahu pii vybéru spravného technologického procesu vyroby nanovlaken

(Alghoraibi et al., 2018).

1.3.1 Metody zaloZené na mechanické sile

Nanovldkna se vyrabi riznymi metodami, které mohou vyuzivat elektrostatickych nebo
mechanickych sil. Metody ne-elektrostatického zvladknovani jsou zalozeny na principu
vzniku vldken mechanickou silou (Alghoraibi ef al., 2018). Mezi tyto metody zvldknovani
patii naptiklad fyzikalni dlouzeni (drawing), fazova separace (phase separation), syntéza za
pomoci Sablon (template syntehesis) a samosestavovani (self-assembly) (Waqas et al.,

2020).

Metoda fyzikalniho dlouzeni (drawing) je velmi pomaly proces, jelikoZ se vytvaii jednotliva
vlakna postupné (Obréazek 3 ), kdy dochdzi k napinani polymerniho roztoku za pomoci
mikropipety. Polymerni roztok, avS§ak musi vykazovat definované viskoelastické vlastnosti.

Nanovlakna dosahuji rozmér do 100 nm (Ramakrishna, 2005).

Mikropipeta se bliZi Kontakt nglz)llﬁzlnnll
k polymernimu mikropipety roztoku
roztoku s roztokem

Vytvorené
nanovlakno

A B C

Obrazek 3 Jednotlivé kroky vyroby nanovlaken pomoci fyzikalniho dlouZeni, upraveno

dle Patil et al. (2017)
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Proces fazové separace je rozd€len do péti krokti (Obrazek 4 ): rozpusténi polymeru,
gelovaténi polymeru, extrakce rozpoustédla, zmrazeni a lyofilizace. U tohoto procesu
stejné jako u fyzikéalniho dlouzeni nelze rozméry vldken ovliviiovat a primeéry vlaken se

pohybuji také do 100 nm (Wagqas et al., 2020).

Rozpusténi

Ny N,

Odstranéni
rozpoustédla
} N
— Porovita
nanovlakna
u

Obrazek 4 Proces fazové separace, upraveno dle Patil ez al. (2017)

VSechny tyto zminéné technologie lze pfipravit pouze v laboratornim mefitku a nelze
oc¢ekavat rozmanitost primértia délek vlaken jako u elektrostatického zvldknovani. Kladou
se podminky i na samotny polymer, ktery musi mit definované vlastnosti potiebné

k jednotlivym technologickym procesiim vyroby (Waqas et al., 2020).

1.3.2 Elektrostatické zvliknovani (electrospinning)

Mezi nejvice prozkoumanou metodou vyroby nanovlaken patii elektrostatické zvlaknovani,
kter¢ pro vyrobu nanovldken vyuzivd z pozoruhodného rozsahu organickych
1 anorganickych materiali (Luo et al., 2012). Kromé¢ toho, Ze se jedna o jednu z nejvice
prozkoumanych metod, fadi se také mezi nejvice pouzivanou metodu, jelikoz se jedna
o znacné jednoduchy proces vyroby, ktery je ptizptsobivy, hospodarny a univerzalni (Zhao

etal., 2016)
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Proces elektrostatického zvlaknovéani je zalozen na formovani elektrostatickymi silami
polymernich roztokt ¢i tavenin. Metoda je vyuzivana pro vyrobu nanovlaken z ptirodnich
nebo syntetickych polymerti, kdy primeéry vldken dosahuji rozmérti od desitek nanometra
az po mikrometry (Tucker et al., 2012). Elektrostatické¢ zvldknovani v zasadé¢ vyzaduje
polymerni roztok nebo taveninu a elektrické pole, kdy princip celé technologie je zalozen
na pouziti dvou elektrod (Obrazek 5). Prvni elektroda (kladn¢ nabitd) je spojena
s polymernim roztokem ¢i taveninou a je k ni pfiveden zdroj vysokého elektrického napéti.
Protilehla elektroda, téz nazyvana kolektor, je opacné nabita nebo uzemnéna (Yalcinkaya,
2019). Pii ptekonani povrchového napéti polymerniho roztoku generovanym
elektrostatickym polem, dochazi v jeho dusledku na povrchu polymerniho roztoku k tvorbé
kuzele znamého jako Taylortv kuzel (Zhao et al, 2016). Ze Spicky Taylorova kuzele
polymerni roztok v podob& paprsku prochdzi procesem nestability a dlouzeni, coz
umoznuje zmenseni pruméru polymerniho vlakna (Wagqas et al., 2020). Tento paprsek se
pohybuje smérem ke kolektoru, kdy je u néj pozorovan bicujici pohyb nebo Stépeni. Béhem
bicujiciho pohybu dochazi k napinani a ohybani elektricky nabitého paprsku. Na druhou
stranu, pokud dojde ke $tépeni, dochazi ke vzniku vice vldken z paprsku polymerniho
roztoku (Yalcinkaya, 2019). Rozpoustédlo, které se pouzivd k rozpusténi polymeru, se
v prubéhu pohybu paprsku odpaii a polymerni vlakno ztuhne. Odpafovani rozpoustédla
zavisi na vzdalenosti mezi elektrodami, tlaku par roztoku a teploté vnitini komory. Stabilni
podminky prostiedi jsou dilezité pii ziskavani kvalitnich nanovlaken (Waqas et al., 2020).
Tuhé polymerni vldkna se néasledné ukladaji na uzemnény kolektor ve formé vrstvy, téz

nazyvanych netkana textilie (Zhao et al., 2016).

Elektrostatick¢ zvldknovani polymerniho roztoku si s sebou pfinaS§i mnoho omezeni
a nevyhod. Vyznacuje se nizkou produktivitou a vyuzivanim toxického rozpoustédla, které
neni Setrné k zivotnimu prostfedi (Zhao et al., 2016). Ackoliv proces elektrostatického
zvlaknovani taveniny neni poznamenano vysSe zminénymi nevyhodami, nachazi se u n¢j
fada obtizi spojena s tvorbou jemnych vldken, vysSsi viskozitou roztavené¢ho polymeru
a problémy s elektrickym vybojem spojenym s aplikaci vysokého napéti na polymerni
taveninu (Nayak et al., 2011). Proto tedy doslo k vyvoji novych technik pfi elektrostatickém
zvldknovani polymerniho roztoku za ucelem zvySeni produktivity. Zakladni princip
k dosazeni vyssi produktivity v elektrostatickém zvldknovani je zaloZzen na zvySeni poctu
paprskl pfijetim riznych technik, véetné vzniku vice paprskil z jedné jehly, z vice jehel

a systému bez jehly (Zhao et al., 2016)
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Obrazek 5 Elektrostatické zvlaknovani (systém SNE), upraveno dle Koenig et al. (2019)

V  systému elektrostatického zvldkinovani z jedné jehly (SNE — Single needle
electrospinning) je polymerni roztok uloZen uvnitf kovové jehly (Obrazek 5), ktera je
pripojena ke zdroji vysokého napéti, ktery mize dosahovat az nékolik desitek kilovolti (kV)
(Yalcinkaya, 2019). Ke konstantnimu plnéni polymerniho roztoku do hrotu jehly je vyZzivano
davkovaci zafizeni, z jehoZ pomoci je polymerni roztok vytlacovan skrz elektricky nabitou
kovovou jehlu (Tucker et al., 2012). Vice paprski Ize ziskat z jedné jehly rozstépenim
primarniho paprsku polymeru na sekundarni dil¢i paprsky na jeho cesté ke kolektoru
(Alghoraibi et al., 2018). Ke stépeni dochazi za urcitych podminek, kdy proudy kapalin
interaguji s velkymi axidlnimi elektrickymi poli. Ackoli mechanismus St€peni paprski jesté
neni tfeba plné analyzovan, experimentalni vyzkum fizeného $tépeni paprski bude do

budoucna fascinujici vyzvou pro zvyseni produktivity tohoto systému (Nayak et al., 2011).

V tomto systému SNE existuji rizné parametry, které hraji vyznamnou roli v morfologii
a produktivité¢ nanovldken. Tyto parametry Ize rozdélit do dvou skupin jako systémové
a procesni parametry. Parametry systému zahrnuji vlastnosti polymerniho roztoku, jako je
koncentrace, viskozita, vodivost, povrchové napéti, permitivita a molekulova hmotnost
polymeru. Na druhou stranu procesni parametry souvisi s nastavenim zafizeni a prostiedim,

jako je vygenerované napéti, vzdalenost mezi elektrodami (Spicka jehly ke kolektoru),



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

rychlost podavani roztoku, primér Spicky jehly a okolni podminky. Kazdy jeden parametr

se podili na vysledné povrchové morfologii nanovléken (Yalcinkaya, 2019).

Systém elektrostatického zvlaknovani z vice jehel (MNE — Multiple needle electrospinning)
je pfimym zplisobem, jak zlepsit produktivitu. Jedna se o jednoduchou techniku pro vyrobu
vldken z polymerd, které nelze snadno rozpustit v béznych rozpoustédlech. Tento systém
byl vyvinut k pifekonani omezeného mnozstvi vlaken vzniklého pomoci systému SNE
(Alghoraibi et al., 2018). Pti navrhovani systémtit MNE jsou dilezitymi faktory, které je
tteba brat v uvahu, konfigurace jehel, pocet jehel a rozchod jehel. Jehly mohou byt
usporddany v linearni konfiguraci nebo ve dvojrozmérnych konfiguracich (kruhova,

¢tvercova, aj.) (Nayak et al., 2011).

Jednou z hlavnich nevyhod této metody je silny odpor mezi paprsky, coZz miZe mit za
nasledek sniZzeni produkce vldken (Alghoraibi et al, 2018). Také dochazi
k nerovnomérnému rozlozeni elektrického pole na hrotu jehly v rtznych polohach,
ucpavani jehel, problémy s nestabilitou a nerovnomérné ukladani vldken také patii mezi

nckterd z klicovych omezeni MNE systémil (Nayak et al., 2011).

Systém elektrostatického zvlakiiovani bez jehly (NLES — Needleless electrospinning) je
zaloZen na produkci nanovlédken z piimo otevieného povrchu kapaliny polymerniho roztoku
(Jirsék, 2005). Tento systém NLES se vyznacuje zna¢nou rychlosti pti produkci nanovlaken
diky vzniku Cetnych polymernich paprskli z volné plochy povrchu kapaliny na tycce
(Obrazek 6 ) nebo z vilce, pravé kdyZ je intenzita aplikovaného elektrického pole nad
prahovym napétim (Nayak ef al., 2011). Iniciace polymerniho paprsku v NLES systému je
samoorganizovany proces probihajici na povrchu volné kapaliny a neni vyvolavan
kapilarnimi silami jako u systému SNE (Partheniadis ef al, 2020). Rychlost produkce
elektrostatického zvlaknovani v systému NLES lze vyznamné zrychlit se zvySenim

koncentrace polymerniho roztoku a aplikovaného napéti (Zhao et al., 2016).
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Obrazek 6 A — schéma elektrostatického zvlaknovani z povrchu roztoku, B — paprsky

vytvorenych vlaken, upraveno dle Cengiz-Callioglu (2014)

1.3.3 Parametry elektrostatického zvlaknovani

Parametry ovliviiujici proces elektrostatického zvlaknovani, které se projevuji na vysledné

struktufe a vlastnostech nanomaterialu, jsou (Okutan et al., 2014; Luo et al., 2010):

e vlastnosti polymerniho roztoku — koncentrace, viskozita, elektrickd vodivost,

povrchové napéti, dielektrické vlastnosti, pouZzité rozpoustédlo, samotny polymer;

e procesni regulovatelné veli€iny — aplikované napéti, rychlost proudéni kapaliny,

vzdalenost elektrod, hydrostaticky tlak, elektricky potencial na elektrodg;
e okolni prostfedi — vlhkost vzduchu, teplota vzduchu a proudéni vzduchu v komoie

Dilezitym faktorem pro elektrostatické zvlaknovani je koncentrace polymeru v roztoku,
ktera urcuje, zda-li samotny polymerni roztok miZze byt zvlaknén a taktéz hraje dileZitou
roli v morfologii nanovlaken (Bhardwaj et al., 2010). Obecné plati, ze zvySeni koncentrace
polymeru v roztoku zvySuje primér a uniformitu vldken (Deitzel ef al., 2001). Proces
elektrostatického zvlaknovani vyzaduje pienos elektrickych nabojti z elektrody na samotny
polymerni roztok, proto je pro tvorbu nanovlaken nezbytna minimalni elektrickd vodivost
tohoto roztoku. Polymerni roztoky bez aditiv vyznacujici se nulovou vodivosti nelze
elektrostaticky zvlakiiovat na nanovlakna. Elektricka vodivost je ovlivnéna polymerem

a typem rozpoustédla, koncentraci polymeru a teplotou (Okutan et al., 2014). Povrchové
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napéti je opét zavislé na slozeni polymerniho roztoku a hraje rozhodujici roli v procesu
elektrostatické¢ho zvlaknovani (Bhardwaj et al., 2010). Je to primarni sila ptisobici proti
aplikovanému napéti béhem procesu elektrostatického zvlaknovani. Povrchové napéti
polymernich roztokl se méni s koncentraci, chemickym slozenim a teplotou (Okutan ef al.,
2014). Reologické vlastnosti, zejména viskozita, ovliviiuji taktéz proces tvorby nanovlaken.
Roztoky s vysokou viskozitou nelze ze zvldkiovaci trysky vysunout, zatimco roztoky
s nizkou viskozitou neprodukuji vlakna (Bhardwaj et al., 2010). Viskoelasticka sila uvnitt
paprsku nabitého polymerem je klicova sila vedouci k prodlouzeni paprsku na hrotu
Taylorova kuzele. Cetné studie prokéazaly vliv viskozity polymerniho roztoku na velikost
vlakna a obecné vyssi viskozita znamend vétsi velikost vlakna a rovnomémnéjsi tvorbu

vlaken (Deitzel et al., 2001).

Aplikované napéti je kritickym prvkem pfti procesu elektrostatického zvlaknovéni, protoze
poskytuje povrchovy naboj na paprsku a ovliviiuje primér nanovladken. Obecné plati, ze
zvySujici se aplikované napéti vede ke snizovani primért nanovldken s rostoucimi
elektrostatickymi odpudivymi silami na paprsku polymerniho roztoku (Okutan ef al., 2014).
Rychlost pfivadéného polymerniho roztoku ovliviiuje rychlost proudu a rychlost pfenosu
roztoku. Proto je zadouci niz$i rychlost pfivadéni roztoku, aby doslo k odpafeni
rozpoustédla a ziskani pevnych nanovlaken. AvSak velmi nizka rychlost davkovani miize
tento proces inhibovat. Oproti tomu vysoké rychlosti davkovani vedou ke wvzniku
koralkovych vldken (Obrazek 7 ) s velkym primérem v dusledku nedostupnosti spravné

doby odpatrovani rozpoustédla pred dosazenim kolektoru (Bhardwaj et al., 2010).

Obrazek 7 Tvorba koralkovy vldken pifi nedokonalém odpafovani

rozpoustédla, upraveno dle Liu et al. (2008)
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Elektrostatické zvlaknovani ovliviiuje 1 samotné prostiedi, které zahrnuje vlhkost, teplotu
a proudéni vzduchu. Mezi viskozitou polymerniho roztoku a teplotou okoli existuje velmi
blizky vztah. Taktéz vlhkost hraje dulezitou roli ve zvlakniovani, pfedevsim pusobi na tékavé

rozpoustédlo a ovliviiuje rychlost jeho odpafovani (Bhardwaj et al., 2010).
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2 APLIKACE PVDF NANOVLAKEN

Vyuziti nanomaterialii se nachdzi v mnoha rtiznych primyslovych odvétvich, konkrétné
v oblastech vyroby a skladovani energie, ipravy vody a v oblasti zZivotniho prostfedi, ve
zdravotnictvi, v tkdnovém inzenyrstvi a v kosmetickém primyslu. Dilezitym atributem
pro aplikaci nanomaterialt v jednotlivych oblastech primyslu je samotny polymer, ktery
nam definuje chemické a fyzikalni vlastnosti vhodné pro budouci vyuziti (Kenry et al.,

2017).

I kdyz nanovldkna vykazuji maly prameér a velky povrch, nemaji specifickou funkci. Tato
funkce jim muze byt poskytnuta zabudovanim 1ékl, nanocastic nebo jinych funkénich
materiali (antibakteridlni latky). A pravé diky riznym formam modifikaci se stala

nanovldkna v poslednich letech velmi popularnimi v rtznych odvétvich (Lou et al., 2020).

Existuje fada aplikaci PVDF membran, véetné tpravy vody, kdy se vyuzivd membran
s charakteristickymi morfologickymi rysy jako je mikrofiltrace (MF), ultrafiltrace (UF),
membranového bioreaktoru (MBR) nebo membranové destilace, separace plynd,
odstraniovani zne€ist'ujicich latek z vody (bor, t€kavé organické slouc¢eniny a amoniak),
regenerace biopaliv, proces iontové vymeény a dal§i. Mnoho komer¢nich membran na trhu
je navic vyrobeno z PVDF materidlii. Aplikace PVDF membran jsou v§ak omezeny dvéma
hlavnimi problémy: zneciSténi pii Upravé vody a sméceni PVDF membran. ZanaSeni
a smaceni snizi u¢innost membrany a sniZi vykon, coZ nésledné zvysi provozni naklady,
a dokonce zptsobi poruchu. Vhodna hydrofilni nebo hydrofobni tiprava PVDF membran je
ucinnd pti zlepSovani odolnosti proti témto limitujicim vliviim (Shen et al., 2017; Kang et

al., 2014).

2.1 Uprava vody

Uprava vody je dnes hlavni oblasti aplikace PVDF membran. PVDF membrana se vyznaduje
definovanymi rozméry poért, které propousti velmi malé rozméry latek. Principem je
separace latek znecist'ujicich vodu dle jejich rozmért, jedna se o mikrofiltraci, ultrafiltraci

a jiné (Kang et al., 2014).

2.1.1 Mikrofiltrace (MF)

Obecné membrana MF separuje nebo odmitd vpustit Castice o velikosti pfiblizné¢ od

0,05 um do 1,0 pum a je obvykle k dispozici pro odstraiovani prvokl a bakterii.
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Membrana MF je také ucinnym zplsobem odstraiovani nerozpusténych latek ke snizeni

zakalu vody (Pendergast et al., 2011).

2.1.2 Ultrafiltrace (UF)

Membrany UF maji rozsah velikosti pori od 0,01 do 0,1 pma obvykle se vyznacuji mezni
hodnotou molekulové hmotnosti. Proces UF se obvykle pouzivd k odstranéni vird,
emulgovanych olejt, hydroxidi kovi, koloidd, proteinti a dalSich materiald s velkou

molekulovou hmotnosti z vody a jinych roztokl (Kang et al., 2014).

2.1.3 Membranovy bioreaktor (MBR)

MBR kombinuje konvenéni biologické ¢isténi odpadnich vod s membranovou separaci.
Jednd se o atraktivni alternativu ke konven¢ni upravé aktivovanym kalem pomoci
sekundérni sedimentace (Asatekin et al., 2006). Pouzité typy membran se 1isi v zavislosti
na velikosti kontaminantti, které pfichdzeji do styku béhem procesu zpracovani. V. zasadé

jsou membrany pouzivané v MBR typické membrany pro UF nebo MF (Kang ef al., 2014).

2.2 Proces membranového stykace

Membranovy stykac se pouziva k identifikaci membranovych systém, které se pouzivaji
k udrZovani souvislého kontaktu ve dvou fazich. Na rozdil od tradi€ni mySlenky membran
jako média pro provadéni separaci, membrana diky své selektivité ptisobi pouze jako bariéra
mezi dvéma fdzemi zapojenymi do procesu membranového stykace. Dochdzi k pienosu
z jedné faze do druhé pomoci diftize. Vzhledem k vysokym hydrofobnim vlastnostem byly
PVDF membrany Siroce studovany pro pouziti v membranovych stykacich, vcetné
membranové destilace, absorpce a desorpce kyselych plynil a odstranovani znecistujicich
latek z vody, jako je bor, t¢kavé organické slouceniny (VOC), amoniak atd. (Kang ef al.,

2014).

Membranova destilace je membranovy separacni proces pouzivany k odsolovani moiské
a brakické vody. V soucasné dobé¢ je membranova destilace stale ve stadiich testovani
a neni plné¢ implementovana v primyslu. Je vSak povaZovéana za slibnou technologii pro
nekteré specialni oblasti, jako je odsolovani vysoce slanych vod, kombinace se solarni
energii a odpadnim teplem atd. V procesu membranové destilace musi byt porézni
membrana hydrofobni, coz umoziuje priachod pouze molekuldm pary, ale ne vodé
v kapalném skupenstvi. Kromé toho by membrana mé¢la mit dobrou tepelnou stabilitu pii

extrémnich teplotdch a nizkou tepelnou vodivost, aby se zabranilo tepelnym ztratdm pres
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membranu. PVDF je dostupny a bézny materidl v soucasnych vyzkumech membranové

destilace (Kang et al., 2014; Alkhudhiri et al., 2012).

Tok membranové
destilace

ZvySeni porovitosti
povrchu

Obrazek 8 Membranova destilace, zvySeni porovitosti,

upraveno dle Nejati ef al. (2015)

Kromé provoznich podminek je destilacni vykon také tzce spojen s charakteristikami
PVDF membran, jako je velikost porti a porovitost. A€koli jsou pro tok prostupujici vodou
vyhodné velké velikosti porti a vysoka porovitost (Obrazek 8 ), zvysi se také riziko smaceni
membrany. Obecné je vhodna velikost pért piiblizn¢ 0,1 az 0,5 um. Vzhledem k velkym
porim a vysoké porovitosti jak v objemu, tak na povrchu, membrany Casto trpi slabymi
mechanickymi vlastnostmi, pokud jde o tuhost v tahu v axidlnim i radidlnim sméru.
Béhem procesu membranové destilace se mechanické vlastnosti dale snizuji v duasledku
zvysené provozni teploty (Wang et al., 2012). Slab4a mechanicka Zivotnost PVDF membrany
je jednim z hlavnich problémul pifi dlouhodobém provozu pro udrZeni stability vykonu

(Kang et al., 2014).

2.2.1 Absorpce kyselych plyni

Odstranéni kyselych plynti z plynnych prouda je zédkladnim procesem v primyslovych
provozech, napt. zachycovani CO, ze spalovani (Ghasem et al, 2012). Ve srovnani
s béznymi absorbéry vede membranovy stykaC ke snizeni velikosti, vysky, hmotnosti

a kapitalovych nakladt. Toky kapaliny a plynu jsou navic nezavislé, coz ¢ini neruSenou
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dostupnou povrchovou plochu pfi vysokych a nizkych rychlostech proudéni (Kang et al.,
2014; Mosadegh-Sedghi et al., 2014).

2.2.2 Desorpce kyselych plynu

Krome¢ absorpce kyselych plynti 1ze membréanové stykace také potencialné pouzit k desorpci
nebo regeneraci kapalnych absorbentii. Proces pfenosu hmoty v. membranovych stykacich
pro desorpci je podobny postupu pro absorpci, ale smér pfenosu hmoty je obracen
z bohatého roztoku na proud plynti. NiZsi teplota regenerace v. membranovych stykacich
ve srovnani s béznymi regeneratory umoznuje vyuziti odpadniho tepla nebo energie nizké
kvality, ¢imz dramaticky snizuje spotfebu energie regenerace a naklady na zachyceni (Kang

et al., 2014; Khaisri et al., 2011).

Ve srovnani s procesem absorpce kyselych plynii je desorpce pomoci PVDF membranového
stykace relativné novym vyzkumnym polem. Kromé toho se desorpce kyselych plynt
obvykle provadi pii relativné vysoké teploté. Stejné jako u membranového destilacniho
procesu je slabd mechanickd odolnost PVDF membrén se zvySenymi provoznimi teplotami

také problémem, ktery nelze opomenout (Kang et al., 2014).

2.2.3 Odstranéni zne¢ist'ujicich latek z vody

Tekavé organické slouc¢eniny (VOC — volatile organic compound) jsou povazovany za jednu
z hlavnich latek zneciSt'ujicich Zivotni prostfedi. Tyto slouceniny prokazaly vyznamnou
toxicitu vuci lidem, rostlindm i zvifatim. Membranovy kontakt je efektivni piistup

k odstranovani téchto latek z vody (Kang et al., 2014).

2.3 Obnova biopaliv pervaporaci

Rostouci energeticka krize v poslednich letech vedla k rozvoji technologii umoziujicich
nahrazeni fosilnich paliv obnovitelnou energii. Biopaliva, jako je bioetanol, jsou jednou
nebo ziskani etanolu z fermentovanych suspenzi je kliCovym procesem v této technologii.
V poslednich letech je pervaporace povazovana za zajimavy piistup a ziskala si vyznamnou
pozornost (Shao et al, 2007). K dneSnimu dni je polydimethylsiloxan (PDMS) Siroce
pouzivanym membranovym materidlem pro regeneraci etanolu pomoci modelu difuze
roztoku. PVDF membrana se v tomto procesu vétSinou pouziva jako podpora PDMS za
ucelem piipravy vicevrstvé kompozitni membrany PDMS / PVDF specialné pro regeneraci

etanolu (Kang et al., 2014; Zhan et al., 2010).
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3 ESENCIALNICH OLEJE

Esencidlni oleje (EO), téz éterické oleje nebo silice, jsou tékavé, ptirodni, komplexni
slouceniny charakterizované silnym zapachem, které jsou tvoieny aromatickymi rostlinami
jako sekundarni metabolity (Shaaban, 2020). Mezi dulezité rysy EO patii predevs§im jejich
tékavost, lipofilita, aromati¢nost a kapalnost. Jedna se o latky prevazné bezbarvé nebo do
zluta zbarvené s hustotou nizsi nezli voda. Vyznacuji se citlivosti na vzduch, svétlo ¢i teplo,
kdy snadno podléhaji oxidaci (Hashemi et al., 2018). Jsou to slozité viceslozkové systémy
tvofené prevazné z terpeni a dalSich neterpenovych slozek (Shaaban, 2020; Bakkali et al.,

2008).

Celkova kvalita esencialnich olejl je ovlivnéna metodami jejich ziskavani, které bychom
mohli rozdélit na tf1 Gstfedni technologické procesy. Jedné se o lisovani, destilaci (destilace
vodni parou, hydrodestilace) a extrakci (enfleurdz, organickymi rozpoustédly nebo

superkritickym CO») (Baser a Buchbauer, 2010).

V soucasné dobé€ je znamo pfiblizn¢ 3000 esencidlnich olejii, z nichz 300 je komeréné
dilezitych zejména pro farmaceuticky, agronomicky, potravinaisky, sanitarni, kosmeticky
a parfémovy pramysl. Esencialni oleje nebo néckteré z jejich slozek se pouzivaji
v parfémech a kosmetickych ptipravcich, v hygienickych vyrobcich, ve stomatologii,
v zemédélstvi, jako konzervanty a piisady do potravin a jako pfirodni prostiedky.
Esencidlni oleje se navic pouZzivaji pfi masazich jako smési s rostlinnym olejem nebo

v koupelich jako forma aromaterapie (Shaaban, 2020).
3.1 Charakterizace esencialnich oleju

3.1.1 Chemické slozeni

Chemické zastoupeni EO je velice riznorodé, jsou tvofeny vice nez 20 nizkomolekularnimi
latkami zastoupeny v riznych koncentracich. Konkrétni olej ma definované chemické
sloZeni, které se pak odrazi v jeho vlastnostech. Nejvice zastoupené latky, majoritni,
predstavuji az 70 % EO a udavaji tomuto oleji charakteristické vlastnosti (Sharfi-Rad et al.,

2017).

Latky tvoftici chemické slozeni EO by se daly rozdélit do 3 skupin, na terpeny, Sikimaty
a minoritni latky (estery, neterpenoidni uhlovodiky, laktony). Terpeny tvoii nejvyznamnéjsi
skupinu latek tvorici EO, vyskytuji se pfevazné v modifikacich monoterpent

a seskviterpenti (Baser a Buchbauer, 2010).
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Terpeny patii mezi hlavni slozky esencialnich oleji. Jsou zndmy i pod nazvem izoprenoidy,
jelikoz jsou tvofeny piresmykem jedné ¢i vice jednotek izoprenu (2 -metylbuta-1,3 -dien)
zobrazené na Obrazku 9 . Terpeny je mozné délit na zaklad¢ poctu izoprenovych jednotek
v molekule, kdy jednu jednotku izoprenu obsahuji hemiterpeny (C5). Molekuly tvofena
dvéma izoprenovymi jednotkami se nazyva monoterpeny (C10), které jsou nejvice ze vSech
druhii terpenti zastoupeny v EO. A seskviterpeny obsahujici tfi izoprenové jednotky se
vyznacuji ptitomnosti patnacti atoma uhlikt (C15). Existuji také diterpeny (C20), triterpeny
(C30) a tetraterpeny (C40) (Shaaban, 2020; Baser a Buchbauer, 2010).

CHs

_CH,
H,C
Obrazek 9 Strukturni vzorec izoprenu,

upraveno dle Baser a Buchbauer (2010)

Monoterpeny jsou povazovany za sekundarni metabolity rostlin, které jim slouzi jako
atraktanty nebo obranné latky, které si rostlina nesyntetizuje za ucelem zdroje energie nebo
jako zasobni latky. Hlavni tcel monoterpenti spociva v zajisténi komunikace mezi
rostlinami, v ochrané rostliny pfed vysychanim ¢i napadenim Skadci. Taktéz lakaji opylujici
hmyz a zprostfedkovavaji interakce mezi rostlinou a prostiedim. Dilezitou roli hraji
monoterpeny diky charakteristickym vlastnostem v rtiznych priimyslovych odvétvich, jako

v potravinafstvi, kosmetice a farmacii (Shaaban, 2020).

Z chemického hlediska mohou molekuly monoterpenu nabyvat acyklickych, mono-
a bicyklickych fetézcl. Mezi nejzndméjsi monoterpeny patii geraniol, limonen, menthol

a kafr.

Pfidanim jedné izoprenové jednotky k monoterpenu vzniknou seskviterpeny. S vySSim
poc¢tem uhlikll v fetézci dochazi ke zvySeni bodu varu, tudiz seskviterpeny se vyznacuji
vys$§im bodem varu nezli monoterpeny. S vysSim poctem uhlikidi v molekule dochéazi i ke
zvySeni molekulové hmotnosti, kterd ma vliv na tékavost slouceniny (méné tékavé nez
monoterpeny). Obdobné jako monotepreny, jejich fetézec miize byt rozvétveny nebo
cyklicky. Derivaty seskviterpenti maji typickou vuni silic z listi paculi, santalového nebo

cedrového dieva (Shaaban, 2020; Baser a Buchbauer, 2010).
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Kyselina Sikimova je pro rostliny dilezitym meziproduktem. Slouzi jako prekurzor pro
flavonoidy a lignin. Flavonoidy jsou organické slouceniny, které tvoii podstatnou soucast
rostlin, jako antioxidanty, barviva a latky vyznacujici se ochrannou proti ultrafialovému
zateni. Lignin je dulezitou stavebni slozkou dieva zabezpecujici dievnaténi jeho bunéénych
stén. Proti tomu hraje klicovou roli jako strukturni materidl rostlin v dfevnatych tkanich.
Derivaty kyseliny Sikomové maji charakteristicky vzorec Sesti¢lenného kruhu s jednim ¢i
ttemi uhlikatymi substituenty v poloze 1 a kyslikem v poloze 3, 4 nebo 5 (Baser

a Buchbauer, 2010).

Fenylpropanoidy patii mezi slozky EO, které Ize syntetizovat Sikimdtovou cestou
prostiednictvim fenylalaninu a kyseliny skoficové za piisobeni riznych enzymd (transferéz,
ly4z, oxidoreduktdz). Mezi vyznamné fenylpropanoidy patii eugenol, vanilin a derivaty

kyseliny skoficové (Baser a Buchbauer, 2010).

Esencialni oleje jsou tvoifeny mnoha latkami zastoupeny v ruznych koncentracich. Latky
vyskytujici se ve stopovém mnoZzstvi napf. neterpenoidni uhlovodiky, mezi néz patii
aldehydy a alkoholy s kratkym fetézcem, tvoii doprovodné slozky EO. Tyto latky vznikaji
metabolickou pfeménou, prevazné jako metabolity u degradace fosfolipidii a mastnych
kyselin. Dal$imi doprovodnymi latkami vyskytujici se v EO jsou cyklické estery kyseliny
mlécné (laktony) nebo jiné estery, isothiokyanaty a slouceniny obsahujici ve své struktuie

dusik nebo siru (Shaaban, 2020).

3.1.2 Vlastnosti esencialnich oleji

Diky rozmanitému slozeni se EO pysni fadou biologickych ucinkl, zejména se jedna

o antimikrobidlni, antioxidac¢ni, antiseptické, analgetické a narkotické t¢inky.

Omezené mnozstvi EO maji velky potencidl jakoZto antimikrobidlnich latek, které u¢inné
pusobi proti nékterym kmentim bakterii, plisnim a virim. Antimikrobialni aktivita
esencialniho oleje se odviji pfedevSim od jeho chemického slozeni, pfitomnosti riznych
alkoholt, aldehydl fenolli a terpenll. Pravé diky rozmanitému slozeni EO a pfitomnosti
ruznych latek s moznym antimikrobidlnim u¢inkem mohu tyto oleje piisobit proti Sirokému
spektru mikroorganismt, jelikoz mezi témito latkami miize dochdzet k synergickému
ucinku. Diky témto vlastnostem mohou byt vyuzivany jako konzervacni latky

v kosmetickém nebo potravinaiském primyslu (Chouhan et al., 2017; Swamy et al., 2016).
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Mnoho EO ma antioxida¢ni vlastnosti a pouziti EO jako pfirodnich antioxidantl je oblasti
rostouciho z&jmu, protoze u nékterych syntetickych antioxidanti (BHA, BHT), existuje
podezieni, ze jsou potencialné skodlivé pro lidské zdravi. Pfidanim EO do potravin nebo
kosmetickych produkta, bud’ ptimym michanim, nebo v aktivnim obalu, mtze pfedstavovat
platnou alternativu k zabranéni autooxidace a prodlouzeni trvanlivosti produktu (Amorati

et al., 2013).

3.1.3 Antibakterialni ucinky

V soucasnosti je k 1é¢b¢ bakteridlnich onemocnéni k dispozici mnoho antibiotik. Avsak
zvySena rezistence vaci témto 1é¢ivych pripravki vedla ke zvysené zdvaznosti onemocnéni
zpusobenych bakteridlnimi patogeny. Nizkd imunita hostitele a schopnost bakterii vyvinout
rezistenci na antibiotika souvisejici s tvorbou biofilmu, zvySily mortalitu u lidi. Kromé toho
muze pouziti nékolika antibakterialnich latek ve vysSich davkach zplsobit u lidi toxicitu.
To ptimélo védce k prozkoumdni moznych alternativ proti bakterialnim kmenim. V tomto
ohledu jsou rostlinné esencidlni oleje a jejich hlavni chemické slozky potencidlnimi

kandidaty jako antibakteridlni latky (Svamy et al., 2016).

Mechanismus antimikrobialni u¢inku EO se projevuji naruSenim integrity a funkce bunééné
membrany mikroorganismi. Dochdzi k expanzi a zméné ve fluidité membrany, tedy ke
zvySeni tekutosti, coZ vede k naruSeni celkové membranové integrité. Toto naruSeni ma vliv
na prostupnost nizkomolekularnich latek, mezi které patii vodik, draslik a sodik. Diky tniku
téchto latek dojde ke snizeni membranového potencidlu, ¢imZ se narusi iontovy gradient
mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim bunky. Takovato modifikace v bufice miZe mit vazny
vliv 1 na dalsi bunééné organely. Nékteré terpeny pfitomné v EO s funkénimi skupinami
mohou také reagovat s integrovanymi enzymy v bunééné membrané (enzymy dychacich
cest), které se podili na deaktivaci a pteruseni zivotné diilezité funkce bunék (Svamy et al.,

2016; Dreger et al., 2013).

Grampozitivni bakterie jsou pievazné citlivéj§i na EO neZli gramnegativni bakterie. Je to
zapti¢inéno rozdilnou stavbou bunétné stény u grampozitivnich bakterii. Stavba bunécné
k hydrofobnim antimikrobialnim slouc¢enindm vyskytujicich se v EO. Je to disledkem
velkého obsahu lipopolysacharidi obsazenych v bunécné sténé, ty vytvareji bariéru pro

makromolekuly a hydrofobni latky (EO). Oproti tomu bunéénd sténa grampozitivnich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

bakterii je pfevazné slozena s peptidoglykanu, ktery neni zdaleka tak husty, aby dokézal

tolerovat antimikrobidlnim sloucenindm (Amorati ef al., 2013).

Rostlinné produkty a bioaktivni slouceniny mohou byt novym zdrojem antivirotik, protoze
prirodni produkty maji ve své podstaté vysokou chemickou rozmanitost. Virové nemoci jsou
stale vyznamnym problémem pro lidské zdravi po celém svét€. Hlavni prednosti
esencidlnich oleji je inhibice virové aktivity jiz béhem pocatku virové infekce, jelikoz
potlacuji syntézu virovych proteinit a zastavuji proces genové exprese viru. EO maji
vyznamny potencidl jako jedna z mozZnych alternativ k syntetickym antivirotikim (Svamy

et al.,, 2016).

Esencialni oleje maji schopnost snizit virulenci pozastavenim replikace viru béhem faze pred
adsorpci viru na hostitelskou buniku. Mechanismus ptlisobeni esencidlniho oleje na viry je
dan pfimymi virucidnimi U€inky, kdy denaturuji strukturni proteiny viru. Za latky podilejici
se na antivirovych tcincich jsou zejména flavonoidy a fenolické latky, kdy tyto latky reaguji

s proteinovym obalem viru, ¢imz zabrani vazbé viru na hostitelské bunce. (Wei et al., 2010).

Antiseptické vlastnosti u EO nejsou ni¢im neobvyklym, pravé diky svym Sirokospektralnim
ucinkiim vici bakteriim. Z EO lze vyrobit velmi u¢inné antiseptické roztoky k dezinfekci
koznich ran, hojivé koupeli nebo kloktani. Pomoci tohoto roztoku dochazi k odstranéni

nezadoucich patogend z povrchu pokozky (Sarmento-Neto et al., 2016).

Antioxidanty patii mezi organické latky, které minimalizuji aktivitu volnych radikal, a tim
snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je modifikuji na méné reaktivni nebo nereaktivni
formu. Diky tomu omezuji procesy oxidacniho poskozeni. Tato aktivita neni u EO
prekvapujici s ohledem na pfitomnost fenolickych latek, které jsou znamé svymi

antioxida¢nimi u¢inky (Amorati ef al., 2013).

3.2 Produkce esencialnich oleju

Jak jiz bylo feceno, kvalita EO se odviji od procesii jejich ziskavani. Tyto metody ziskavani
EO by se daly rozdélit na tii technologické procesy: lisovani, destilaci a extrakci.

3.2.1 Lisovani

Lisovani patti mezi metody ziskavani silic za studena, kdy nedochéazi k pfimému zahtivani
¢asti rostlin. Tento postup ziskdvani je typicky pro citrusové plody s vysokym obsahem
silic, napf. citrébn, pomeran¢ a bergamot. Plsobenim vysokého tlaku dochazi

k mechanickému naruseni kliry (pfitomnost olejovych bunck) a poté nasleduje samovolné
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vytékani oleje, ktery je odplaven vodou. Vysledna emulze voda / olej se pomoci odstiedivé
sily rozd€li na centrifuze. Lisovat Ize i celé plody citrust, avsak velkou piekdzkou je
kyselost §tavy, kterd zhorSuje kvalitu vysledného esencialniho oleje (Tongnuanchan et al.,

2014; Baser a Buchbauer, 2010).

Silice z citrusti obsahuji velké zastoupeni terpentli, a diky tomu jsou velmi nachylné
k oxidaci. Oxidaci lze piedejit pomoci hermetického uzavieni ve sklenéné nadobé, ktera je

pied naplnénim promyta proudem kapalného dusiku (Baser a Buchbauer, 2010).

3.2.2 Destilace

Vétsina EO se ziskava destilaci, i pies to, ze jednd o nejméné uspornou metodu. Na druhou
stranu 1ze pomoci destilace ziskat oleje velmi vysoké kvality. Rostlinny material byva casto
pfed samotnou destilaci rozmélnén, aby se dosdhlo vysoké vytéZznosti. Metoda nabizi
zpracovani velkého mnozstvi materidlu najednou, coz patii mezi jeji pozitiva spolu s nizkou

namahou (Tongnuanchan ef al., 2014; Baser a Buchbauer, 2010).

Destilace vodni parou je zaloZena na prostupu horké pary ptes dno kotle (mfizky), kde je
ulozen rostlinny material. Obohacend vodni para o uvolnéné silice prochéazi spiralovym
chladi¢em, kde se ochlazuje a vznika kondenzat zachyceny v zasobniku, ve kterém po
ustaleni kondenzatu dochdzi k rozdéleni vodné faze od silice (Obrazek 10). Silici 1ze poté

snadno odd¢lit od vodné faze (Tongnuanchan et al., 2014; Baser a Buchbauer, 2010).

-'"-—1". Ochlazovani
HOT H20 Ty Separator
Rostlinny
material
Esencialni
olej
—. =k —
.,
1‘ Emulze p— ~
voda/EO Kvétinova
1* voda
Para

Obrazek 10 Schéma destilace vodni parou, upraveno dle King (2020)
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Hydrodestilace se fadi mezi pomérn¢ jednoduché metody ziskavani EO, ale oproti jinym
metodam ma velkou vyhodu, jelikoz nedochdzi k tepelné degradaci vysledné silice. Princip
metody spo¢iva v povareni rostlinného materidlu ve vod¢, kdy EO obsazeny v olejovych
bunikach difunduje ptes bunécnou sténu do vody. Poté se EO odpatuje a odvadi proudem
vodni pary. Po zkondenzovani destilatu dojde k separaci oleje od vodné faze na zakladé

rozdilnych hustot (Baser a Buchbauer, 2010).

3.2.3 Extrakce

Mezi dalsi metodu ziskavani EO patii extrakce, a to bud’ extrakce pomoci organickych
rozpoustédel (hexan, benzin), nebo extrakci pomoci superkritického oxidu uhli¢itého.
Zvlastnim ptipadem extrakce je enfleuraz, kdy dochézi k extrakci kvét do tuku za studena

(Tongnuanchan et al., 2014).

Superkritickd fluidni extrakce patii mezi alternativni extrakéni postupy diky tpravam
teplotnich a tlakovych podminek extrakéniho média. Extrakty ziskané organickymi
rozpous$tédly mohou obsahovat zbytky téchto rozpoustédel, které se podili na kontaminaci
kone¢ného produktu. Pravé extrakci pomoci oxidu uhli¢itého, lze dosdhnout cistého

produktu bez extrakéniho média (Zermane et al., 2010; Marongiu ef al., 2001).

Pouziti CO2 jako superkritického rozpoustédla 1ze pti konkrétnich kritickych parametrech
(teplota 31,06 °C a tlak 73,82 bar), kdy vykazuje netoxické vlastnosti, nehotlavost
a chemickou stabilitu (Zermane et al., 2010). Jedna se o fyzikdlni proces, kdy CO;
v superkritickém stavu (kapalny stav) je uchovavan pod zvySenym tlakem v bezprosttedni
blizkosti rostlinného materialu. Jakmile dojde ke snizeni tlaku, zméni se stav CO»
z kapalného na paru, ktera se odpaii a vyslednym produktem je vysoce kvalitni €ista silice.
Tento postup se vyznacuje nutnosti specidlniho vybaveni, ktery ma nasledn¢ dopad na findlni

cenu silice (Tongnuanchan et al., 2014; Zermane et al., 2010).

Enfleurdz patfi mezi jednu z nejstarSich metod k izolaci aromatickych latek. Metoda je
velmi Casove, fyzicky i ekonomicky néro¢nd. Pomoci enfleurdze se vyrdbi predevSim

luxusni silice napt. z kvétd riizi, jasminu nebo pomerancovych kvéti.

Proces spoc¢ivd v maceraci (vyluhu) vychoziho rostlinného materidlu v tuku nebo oleji za
studena. Na nataZené platno ukotvené v dievéném ramu je z €asti nanesen tuk (senzoricky
neutralni), na ktery jsou rovnomérné rozvrstveny cerstvé kvety. Jednotlivé ramy jsou
naskladany na sebe, coz vytvoii hermeticky uzavieny systém. Po uplynuti 24 hodin jsou

kvéty vyménény za Cerstvé. Vysledny tuk obohaceny o silice se extrahuje alkoholem, kdy
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se za nasledného vymrazeni a filtrace ziskd tzv. lavaz. Z lavaze se nasledné¢ oddestiluje
rozpoustédlo za vzniku vysledného produktu tzv. absolutni silice (Baser a Buchbauer,

2010).

3.3 Aktivni latky esencialnich oleji

Esencidlni oleje jsou typické svou biologickou aktivitou, vcetné¢ antioxidacnich,
protirakovinnych a antimikrobidlnich vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou dany piedevsim
chemickym sloZenim, které je velmi pestré (Seow et al., 2014). EO jsou hojné zastoupeny
terpeny, které tvoii jejich majoritni slozeni a vymezuji jim prave jejich biologickou aktivitu.
Tyto latky bychom tedy mohly nazvat aktivnimi latkami EO, které mohou vzijemné
interagovat a tim zvySovat svou biologickou Uc¢innost. Mezi tyto latky se fadi naptiklad

thymol, karvakrol, eugenol nebo derivaty kyseliny skotficové (Shaaban, 2020).

3.3.1 Thymol

Thymol, téz 2 -isopropyl-5 -methylfenol (Obrazek 11), je monoterpenovy fenol. Jedna se
o bezbarvou krystalickou slouceninu s charakteristickym zdpachem. Vyznacuje se dobrou
rozpustnosti v alkoholu a jinych organickych rozpoustédlech, ale omezenou rozpustnosti
ve vodé (Kowalczyk et al., 2020). Thymol je hlavni u¢inné slozka odpovédna za aktivitu
esencidlniho oleje tymidnu, ma antiseptické, antibakteridlni, antifungalni, antivirové,

antioxidaéni a sedativni vlastnosti (Segvié et al., 2007).

CHj

OH

Obrazek 11 Strukturni vzorec thymolu,

upraveno dle Thorman (2011)
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3.3.2 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd, (2E)-3 -fenylprop-2 -enal (Obrazek 12), je organicka sloucenina, ktera
urcuje skofici jeji chut’ a vini. Jedna se o nazloutlou viskozni olejovitou kapalinu
s raznorodou biologickou aktivitou (antimikrobialni Gc¢inek). Piesnéji se hovofi o trans-
cinnamaldehydu, coz je jediny pfirozené se vyskytujici izomer. Cinnamaldehyd se pfirozené
vyskytuje v kufe skoficovniku ceylonského a dalSich druzich skotficovniki. (Lee et al.,

2020)

X H

Obrazek 12 Strukturni vzorec cinnamldehydu (trans),

upraveno dle Thorman (2011)
3.3.3 Karvakrol

Karvakrol, 5 -isopropyl-2 -methylfenol (Obrazek 13), je fenolicky monoterpenoid
vyskytujici se v EO z oregana, tymianu, pepie a dalSich rostlin. Jedna se o c¢irou az
nazloutlou kapalinu se Sirokou Skalou bioaktivit, mezi které patii antimikrobialni,
antioxidacni a protinddorova aktivita. Karvakrol inhibuje rist nékterych kment bakterii,

napt. Escherichia coli, Bacillus cereus nebo Salmonella (Sharifi-Rad et al., 2018).

Antimikrobialni aktivita karvakrolu je vyS$i nez u jinych tékavych sloucenin pfitomnych
v EO v dasledku ptfitomnosti volné hydroxylové skupiny. Karvakrol ma také vysokou
antioxidac¢ni aktivitu a byl uspé$né pouzivan, hlavn€ v souvislosti s thymolem, jako dietni

rostlinné aditivum ke zlepSeni antioxidacniho stavu zvitat (Sharifi-Rad et al., 2018).
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CHj
OH

CHs~ “CHs

Obrazek 13 Strukturni vzorec karvakrolu,

upraveno dle Thorman (2011)

3.3.4 Linalool

Linalool, téz 3 ,7 -dimethylokta-1 ,6 -dien-3 -ol (Obréazek 14), je necyklicky monoterpenoid,
ktery se bézn¢ extrahuje z levandule, rize, bazalky, tymianu a jinych rostlin a bylin.
Ptitomen je téméf ve vSech esencidlnich olejich v riznych koncentracich. Jednd se
bezbarvou, jemné nazloutlou kapalinu s jemnou kvétinovou viini, ktera je Siroce pouzivana
v kosmetice, stejn¢ jako ve farmaceutickém a potravinafském primyslu. Na zakladé¢
predchozich studii méa linalool anticholesterolovy a antibakterialni uc¢inek (Cho et al., 2011).
Ackoliv se uvadi mnoho studii zkoumajici antibakteridlni aktivitu esencidlnich oleji

bohatych na linalool, existuje jen malo studii o antibakterialnim ¢inku samotného linaloolu

(Liu et al., 2020).

CH3; OH

CH,

CHy~ “CHj

Obrazek 14 Strukturni vzorec linaloolu,

upraveno dle Thorman (2011)
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3.3.5 Eugenol

Eugenol, 2 -methoxy-4 -(prop-2 -en-1 -yl)fenol (Obrazek 15), je organicka sloucenina
patiici mezi fenylpronaoidy. Jedna se o bezbarvou az svétle nazloutlou olejovitou kapalinu
ziskanou z EO z hiebiCku, skofice nebo bobkového listu. Obdobné jako ostatni vyse
zminéné aktivni latky je dobie rozpustny v organickych rozpoustédlech, ale omezené
rozpustny ve vodé. Jedna se o funk¢ni slozku mnoha produktii ve farmaceutickém,
potravinaiském a kosmetickém primyslu v omezenych koncentracich. Jeho derivaty se

pouzivaji v mediciné jako lokalni antiseptikum a anestetikum. Jeho biologické aktivity

-----

etal., 2017).

HiCugy

HO

S
CH,

Obrazek 15 Strukturni vzorec eugenolu,

upraveno dle Thorman (2011)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 ZARIZENI A MATERIAL

4.1 Pristroje a pomiicky

Biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, CR)

Autoklav Systec 2540 EL (Systec, Linden, Némecko)

Biologicky termostat Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko)
Analytické vahy (KERN, Ceska republika)

Denzitometr (Erba Lachema, Ceska republika)

Vortex IKA MS3 basic (IKA, Némecko)

Zatizeni pro elektrostatické zvldknovani, systém NLES, zdroj vysokého napéti (Spellman
SL70PN150, Hauppage, New York, USA), tycka z uhlikové oceli (prumér 10 mm)
a nepohyblivy zelezny kolektor (nejedna se o certifikované zafizeni, sestaven original,

Ustav pro hydrodynamiku AV CR, v .v.i.)

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) TESCAN VEGA 3 (Tescan, Ceska republika)
Magnetronovy rozpraSovaci piistro) QUORUM Q150R ES (Quorum, Anglie)

UV/VIS spektrofotometr photoLab® 6600 UV-VIS (WTW, Némecko)

Fluorescen¢ni mikroskop OLYMPUS DP73 (Olympus Corporation, Némecko)
Magneticka micha¢ka (Heidoplh, Svabach, Svycarsko)

Kfemennd kyveta 10 mm (Hellma Analytics, Némecko)

Automatické pipety (Biohit, Svycarsko)

Petriho misky (plastové i sklenéné)

Bakteriologické klicky

Laboratorni sklo (kddinky, odmérné valce, sklenéné a plastové zkumavky, odmérné baiky)

Kladivo a ocelové vykrajovatko na disky o priméru 9 mm
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- kovova tycka
zdroj vysokého napéti \ ' ~

6brézek 16 Zatizeni pro-‘élektrostat

\ .
ické zvlaknovani (Ustav pro

hydrodynamiku AV CR, v . v . i .); (vlastni zdroj)

Obrazek 17 Ptistroje pro zobrazeni morfologie nanovlédken a filml, A — skenovaci
elektronovy mikroskop TESCAN VEGA3, B — magnetronovy rozprasovaci piistroj
QUORUM (vlastni zdroj)
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4.2 Chemikalie

Polyvinylidenfluorid (PVDF), Kynar® PVDF (Arkema, Colombes, Francie)
Dimethylformamid (DMF; VWR Chemicals, Francie)

Thymol (Sigma-Aldrich, USA)

Cinnamaldehyd; trans-Cinnamaldehyde (Sigma-Aldrich, USA)

Karvakrol; Carvacrol (Sigma-Aldrich, USA)

Linalool (Sigma-Aldrich, USA)

Eugenol (Sigma-Aldrich, USA)

Sacharéza (Himeda, Bombaj, Indie)

Barviva na fluorescenéni mikroskopii SYTO® 9 (Invitrogen™, Carlsbad, Kalifornie)

4.3 Bakterialni kmeny
Bakterialni kmeny pochézeji z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM):
e FEscherichia coli CCM 3954
e Staphylococcus aureus CCM 3593
4.4 Zivna média
Mueller Hinton bujon (MH; Himedia, Bombaj, Indie)
Agar, typ I (Himedia, Bombaj, Indie)
Bujon mozkosrdcové infize (BHI; Brain Heart Infusion Broth, Hiedia, Bombaj, Indie)

SloZeni MH bujénu:

e Hovéziho extraktu 20¢g
e Kaseinovy hydrolyzat 175 g
e Kukuficny §krob_ 1,5¢g

e Destilovana voda do 1000 ml
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SloZeni MH agaru:

Hovéziho extraktu

Kaseinovy hydrolyzat

Kukufi¢ny skrob

Agar, Typ 1

Destilovana voda

20¢g
17,5 g
15¢g
17,0 g

do 1000 ml

SloZeni BHI bujonu s 5 % w /w sacharézou:

Vytazek z teleciho mozku

Vytazek z hovéziho srdee

do 1000 ml
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5 METODIKA PRACE

V experimentalni ¢asti byly nejdiive pfipraveny polymerni filmy s riznymi koncentracemi
aktivnich latek esencidlnich oleji (EO) k posouzeni antibakteridlnich Uc¢inkli na
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Jednotlivé koncentrace aktivnich latek
s nejlepSimi inhibi¢nimi vysledky v polymernim roztoku byly poté zvlaknény pomoci

elektrostatického zvlaknovani v systému NLES.
5.1 Polymerni filmy

5.1.1 Priprava polymernich roztoki

Na ptipravu polymernich roztokt byl pouzit 23% w /w polymer PVDF, ktery byl rozpustén
v organickém rozpoustédle DMF za pomoci magnetického michadla (250 rpm, 40 °C,
15 min). Nasledn¢ k homogennimu ¢irému viskéznimu roztoku byly kvantitativné ptidany
navazky aktivnich latek esencidlnich oleji (thymol - Thy, karvakrol - Kar, linalool - Lin,
cinnamaldehyd - Cin a eugenol - Eug) o hmotnostnich koncentracich 1,3 a 5 % a po
dobu 10 minut byly promichdvany na magnetickém michadle (250 rpm, 25 °C). Celkové
bylo pfipraveno 5 g vysledného polymerniho roztoku, ktery byl pteveden do sklenénych
Petriho misek (primér 60 mm). Jednotlivé teoretické navazky polymeru, rozpoustédla

a aktivnich latek EO jsou zaznamenéany v Tabulce 1 .

Tabulka 1 Teoretické navazky jednotlivych latek pro ptipravu polymernich filmt

23% Aktivni latky EO
w/w PVDF | DMF [g]

[g] 1%w/w [g]|3%w/w [g]|5%W/w [g]
1,1500 3,8500 X X X
1,1385 3 8155 0,0500 X X
1,1155 37345 X 0,1500 X
1,0925 3,6575 X X 0,2500

Oteviené Petriho misky s polymernimi roztoky byly uloZeny po dobu 24 hodin v digestofi,
kdy doslo k postupnému odparovani rozpoustédla a vzniku pevného bilého polymerniho

filmu.
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5.1.2 Charakterizace morfologie polymernich filmi pomoci SEM

Pro charakterizaci struktury filmt byly pfipraveny vzorky polymernich filmd s vodivou

vrstvou zlata pomoci magnetronového rozpraSovaci ptistroje QUORUM QI150R ES,

viz Obr. 17. Nasledné tyto vzorky byly vloZeny do skenovaciho elektronového mikroskopu

(SEM) TESCAN VEGA 3 .

B

Obrazek 18 Vzorky PVDF filmi s vodivou vrstvou vlozené do SEM

(vlastni zdroj)
5.1.3 Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita pfipravenych polymernich filma byla testovana na bakteriich
Escherichia coli a Staphylococcus aureus pomoci diskové difuzni metody. Nejdiive byly
pfipraveny disky polymernich filmid o priméru 9 mm. Z 24hodinovych bakteridlnich
kultur (E . coli a S. aureus) byly ptipraveny bakteridlni suspenze o zékalu 0,5 McFarland
ve fyziologickém roztoku. Bakteridlni suspenze byla v prebytku (1 ml) napipetovana na
cely povrch MH agaru. Piebytecnd suspenze byla odpipetovdna a na takto zaockovanou
Petriho misku byly vloZeny pfichystané disky z polymernich filmi. Petriho misky byly
inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin v termostatu. Poté byly vyhodnoceny inhibi¢ni
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zony. Tato metoda se zopakovala po 3 a 6 mésicich od prvniho experimentu, vzdy ve tiech

opakovanich.

5.2 Nanovlakna

Ptiprava a sledovani antibakterialnich vlastnosti nanovlakennych membran byla navazana
na vysledky jiz zminénych vlastnosti polymernich filmti. Z vysledki diskové difuzni
metody polymernich filml byly vybrany takové koncentrace aktivnich latek esencialnich
oleji, které vykazovaly efektivni inhibici na pouzité bakterie, a ty nasledné byly vybrany

pro piipravu nanovlakennych membran.

Postup pfipravy nanovldkenych membran je stejny jako pfiprava polymernich roztoki
v kapitole 5.1 .1 . Byly pfipraveny polymerni roztoky s hm. koncentracemi 1,3 a 5 %

vSech zminénych aktivnich latek esencialnich oleja.

5.2.1 Priprava nanovlikennych membran

Bylo provedeno elektrostatické zvlaknovani za ucelem vyroby nanovlakennych membran
z roztoku PVDF o hm. koncentraci 23 % s koncentracemi aktivnich latek esencialnich
olejii (thymol, eugenol, linalool, karvakrol, cinnamaldehydd) 1, 3 a 5 % w/w.
Nanovldkenné vrstvy byly pfipraveny na laboratornim zafizeni (Obrazek 19), které se
skladalo ze zdroje vysokého napéti, kovové ty¢ky o priméru 10 mm a nepohyblivého
plochého uzemnéného kolektoru. Dle ptedchozich studii Zelenkova et al., (2020) byly
PVDF roztoky zvlakiiovany ve vzdalenosti 150 mm a 18 kV za definovanych podminek
prostiedi (teplota 24,0 ‘C £ 0,2 °C, relativni vlhkost 48 % £+ 2 %). Na kovovou tycku byl
preveden objem 0,2 ml PVDF roztoku, ktery byl nasledné podroben elektrostatickému

zvlaknovani po dobu 4 minut.

- 4- o -- - . =

Obrazek 19 Detail zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani
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Obrazek 20 PVDF (23% w /w ) nanovlakenna vrstva

(vlastni zdroj)
5.2.2 Charakterizace morfologie nanovlaken pomoci SEM

Vzorky nanovldken byly obdobné upraveny jako PVDF filmy popsané v kapitole
5.1.2 pro zobrazeni na skenovacim elektronovém mikroskopu (SEM). Priiméry vlaken
byly nasledné vyhodnoceny pomoci Adobe Creative Suite software (CS5, Adobe Systems
Inc., CA, USA).

5.2.3 Antibakterialni aktivita

Antibakteridlni aktivita pfipravenych polymernich filmG byla testovana na bakteriich
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Byla provedena diskova difizni metoda

a nasledné fluorescen¢ni mikroskopie.

Postup pro diskovou difizni metodu pro piipravena PVFD nanovlakna s inkorporovanymi
aktivnimi latkami je totozny jako postup popsany v kapitole 5.1.3. Tato metoda se

zopakovala po 3 a 6 mésicich od prvniho experimentu, vzdy ve tfech opakovéanich.
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Disky nanovldken z diskové difuzni metody byly nasledné sledovany fluorescenéni
mikroskopii. Disky byly ditkladné¢ oplachnuty destilovanou vodou, poté¢ byly nabarveny
roztokem slozeného z 1 ml destilované vody, 1,5 ul barviva A obsahujiciho 1,67 mM
SYTO® 9 a 1,67 mM propidium jodidu v. DMSO rozpoustédle (Invitrogen™, Carlsbad,
Kalifornie) a 1,5 pl barviva B obsahujiciho 1 ,67 mM SYTO® 9 a 18,3 mM propidium
jodidu v. DMSO rozpoustédle (Invitrogen™, Carlsbad, Kalifornie) na nékolik sekund.
Nasledn¢ byly vzorky pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem, kde byla

vyhodnocovéna vitalita bakterialnich bun€k testovanych bakterialnich kmeni.

5.2.4 Sledovani tvorby biofilmu na nanovlakennych membranach

Tvorba biofilmu byla testovana ve sklenénych zkumavkach s 3 ml bujéonu BHI +
5 % w /w sachar6zou, 60 pl bakterialni suspenze o zékalu 0 ,5 McFarland a diskem PVDF
nanovlékna inkubovanych pfi teploté 37 °C po dobu 72 hodin (paralelné byly testovany na
tvorbu biofilmu 2 disky stejného vzorku nanovlaken). Po inkubaci byly vzorky nanovlaken
dikladné oplachnuty od planktonickych bunék, jedna sada vzorkd byla podrobena
fluorescenénimu mikroskopu a druha sada skenovacimu elektronovému mikroskopu

(SEM). Postupy pro jednotlivé metody jsou popsany v kapitolach5.1.2 a 5.2 3.

5.2.5 Ovéieni inkorporace aktivnich latek (UV/VIS spektrometrie)

Po srovnani vysledkt diskové difuzni metody PVDF film a PVDF nanovlaken byly tyto
materidly podrobeny UV/VIS spektrometrii pro stanoveni poméru inkorporovanych
aktivnich latek esencialnich olejii v nanovlaknech po procesu elektrostatického zvldknovani
vuci filmam.

Nejdiive byla stanovena absorp¢ni maxima pro 1 % w /w roztoky Cistych aktivnich latek
EO rozpusténych v DMF proti blanku (DMF). Nasledné byly navaZeny na analytickych
vahach vzorky PVDF filml a nanovldken o hmotnosti (0,0041 = 0,0002) g, které byly
kvantitativné pfevedeny do 5 ml odmérné banky, doplnény rozpoustédlem DMF po rysku
a ponechany 15 minut stat pti laboratorni teploté (25 +3 ) °C. U jednotlivych vzorki byla
stanovena absorbance pfi definované vinové délce aktivnich latek EO proti blanku (DMF).
Pro kazdy vzorek byly paraleln¢ stanoveny 3 hodnoty absorbance. Nésledné byly
vyhodnoceny poméry absorbanci PVDF nanovldken proti PVDF filmim se stejnou

hmotnostni koncentraci aktivni latky EO.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Polymerni filmy

Podle vySe zminéné metodiky (kapitola 5.1 .1) byly pfipraveny polymerni filmy z 23%

w /w PVDF s riznymi koncentracemi (1,3 a 5 % w/w) aktivnich latek esencidlnich

oleju, jako thymol, eugenol, karvakrol, linalool a cinnamaldehyd. Celkovy souhrn vSech

ptipravenych polymernich filmi je sepsan v Tabulce 2 .

Tabulka 2 Ptipravené druhy vzorkt polymernich filmi

Vzorek

Polymerni filmy (w /w )

23% PVDF

23% PVDF + 1 % linalool

23% PVDF + 3 % linalool

23% PVDF + 5 % linalool

23% PVDF + 1 % eugenol

23% PVDF + 3 % eugenol

23% PVDF + 5 % eugenol

23% PVDF + 1 % thymol

23% PVDF + 3 % thymol

23% PVDF + 5 % thymol

== lOo (o ||| |[WIN|—
—_ O

23% PVDF + 1 % karvakrol

[a—
\]

23% PVDF + 3 % karvakrol

[a—
(8]

23% PVDF + 5 % karvakrol

._
N

23% PVDF + 1 % cinnamaldehyd

[a—
(9]

23% PVDF + 3 % cinnamaldehyd

[a—
N

23% PVDF + 5 % cinnamaldehyd

Dohromady bylo pfipraveno 16 riznych polymernich filmi, které az na vyjimky byly

zbarvené do bila. Vy$§i hmotnostni zastoupeni linaloolu, karvakrolu a cinnamaldehydu

zbarvovaly vysledny polymerni film do svétle Zluté barvy. VSechny vzorky filmi byly zcela

neprihledné a ohebné. Aktivni latky EO zabudované do polymernich filmt byly senzoricky

detekovatelné.

U vzorkl filmi byla detekovana morfologie pomoci skenovaciho elektronového

mikroskopu.
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6.1.1 Charakterizace morfologie pomoci SEM

U vSech 16 pfipravenych polymernich filmi byla sledovana jejich struktura
v mikrométitku pomoci SEM. Jelikoz filmy byly tvofeny semikrystalickym polymerem
PVDF, lIze ocekavat piitomnost polykrystali ve struktufe filmi, téZ zvanych sférolity.
Sférolity jsou tvofeny lamelami vychazejici ze spole¢ného centra, odkud se rozristaji do
vSech smért. Rozméry sférolitd jsou riiznorodé, pohybuji se od n¢kolika mikrometrti az do
milimetrit a jsou ovlivnény vnéjSimi 1 vnitinimi faktory. Jednotlivé sférolity vyrustajici
z oddélenych center se vzajemné dotykaji. Sférolity nelze spatfit pouhym okem, nybrz za

pomoci mikroskopu. Typické pro sférolity je tvar tzv. maltézského kiize.

Byly zaznamenany snimky jednotlivych vzorktt PVDF filmG s rGznymi koncentracemi
aktivnich latek EO. Film tvofeny ¢istym PVDF (Obrazek 21) byl tvofen sférolity husté
spojenymi, kde se jen velmi ziidka objevovala volnd mista mezi jednotlivymi polykrystaly.
Rozméry sférolitl tvorici film, nabyvaji hodnot v tadl jednotek mikrometrti. Oproti tomu
filmy se zabudovanymi aktivnimi latkami EO byly tvoreny sférolity mnohonasobn¢ vétsimi
nezli u &istého filmu (Obrazek 21). Cim vyssi koncentrace aktivni latky byla obsazena
v polymernim filmu, tim vétsi rozméry byly zaznamendny u sférolitid. Na Obrazku 21 jsou
znazornény snimky pro 5% w/w thymolu, eugenolu, linaloolu, cinnamaldehydu
a karvakrolu. Rozméry sféroliti u 5 % w/w aktivnich latek dosahuji hodnot v fadu
nékolika desitek mikrometrii. Sférolity u jednotlivych latek vykazuji odlisnou agregaci
polykrystalii, mezi kterymi se vyskytuji v&tsi prdzdna mista nez u €istého filmu. Mayeen et
al. (2019) uvadi ve své praci, Ze zabudovadnim viskézni tekuté aktivni latky do
semikrystalického polymeru dochazi k nerovnomérnému seskupovani téchto polykrystali.
Na agregaci a velikost mize mit také vliv rozdilné odparovani rozpoustédla pti tuhnuti
filmu, jelikoZ pouzité latky v experimentu se vyznacuji t€kavymi vlastnostmi a mohou
tento proces odpatfovani urychlovat nebo zpomalovat. Celkov€ se pifi pfidani aditiv do

polymerniho roztoku zméni struktura filmu.

Na proces tvorby sférolitti a jejich specifik ma velky vliv prave teplota a vlhkost prostiedi,
kdy hraje dileZzitou roli pro tvorbu hustého filmu bez meziprostorii. Tym védct Li et al.
(2013) definovali tyto hodnoty prave pro PVDF filmy, kdy pii vlhkosti 25 % a teploté bliZici
se 50 °C dosahuji filmy pozadovanych vlastnosti. Oproti tomu v naSem experimentu nebyly
definovany specifické podminky na proces odpafovani, jelikoz struktura polymernich filmu
zde nehrdla dilezitou roli. Z pfipravenych filmu se nasledn¢ vysekaly disky o priméru 90

mm a byla testovana jejich antimikrobialni aktivita.
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rézk 21 SEM polymernich filml s inkorporovanou aktivni létkou EO -

cinnamaldehyd, karvakrol, thymol, eugenol, linalool; (5 % w /w )
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6.1.2 Antibakterialni aktivita — diskova difiuzni metoda

Po prozkoumani morfologie ptipravenych filmu, byla u nich testovana jejich antibakterialni
aktivita. Schopnost antibakterialniho G¢inku je filmim ddna pravé zabudovanymi aktivnimi
latkami EO, které disponuji témito vlastnostmi. Citlivost k polymernim filmiim s aktivnimi
latkami zastoupenych v riznych koncentracich byla testovana na gramnegativni bakterii
Escherichia coli (E. coli) a grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus (S. aureus).
Antibakterialni ucinek byl posouzen pomoci diskové difizni metody, kdy na zaockované
zivné médium byl vloZen disk polymerniho filmu (Obrazek 22) a po inkubaci byla
pozorovana inhibi¢ni zona, ktera naznacuje inhibici rastu bakterie v pfitomnosti daného

filmu.

Obrazek 22 Inhibi¢ni zony E . coliu filmu
se zabudovanym 5 % w /w karvakrolem

V Tabulce 3 jsou zaznamenany stfedni hodnoty inhibi¢nich zon pro E . coli zaznamenané
v riznych ¢asovych intervalech, po 3 a 6 mésicich od prvniho testovani. Aktivni latky EO
jsou tekavé, a tudiz se predpokladalo, ze v pribehu skladovani miize dojit k postupnému
odpatovani, ¢imz by doSlo ke sniZeni antibakterilni aktivity filmu. Toto tvrzeni bylo
prokazano jako pravdivé, viz Tabulka 3 . Ve vSech piipadech doslo v pribéhu ¢asu ke
snizeni antibakteridlniho ucinku vici £ . coli, ¢imz se potvrdila teorie odpafovani aktivni
latky z film0. U niz8ich koncentraci aktivnich latek ve filmu doslo po 6 mésicich z velké
¢asti k odpafeni aktivni latky a nebyla pozorovana inhibice, jednd se o filmy
s 1% w/w cinnamaldehydem, 1 % w /w karvakrolem a vSemi vzorky se zabudovanym

linaloolem.
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Tabulka 3 Stfedni hodnoty inhibi¢nich zo6n v pribéhu Casu pro E . coli,

primér disku 9 mm

E . coli
Aktivni latka Inhibi¢ni zéna véetné praméru disku 9 mm [mm)]
w /W Ihned Po 3 m¢ésicich Po 6 m¢ésicich

1 % Cin 142 £0,2 9,7+0,3 9,0
3 % Cin 25,0 £0,5 245 £0.,6 13,8 £0.,6
5% Cin 35,7 £0,3 35,7 £0 4 27,0 £0,6
1 % Thy 9.0 9.0 9,0
3 % Thy 245 +£0,3 240 £0.6 148 £0 4
5% Thy 41,7 £0.7 40,7 £0.6 358 £0.,5
1 % Eug 9,0 9,0 9.0
3 % Eug 245 £0,3 21,7 £0 3 185 £0.,6
5% Eug 34,7 £0,3 25,8 £0,2 247 £0.,3
1 % Kar 12,0 £0.,6 9.0 9.0
3 % Kar 212 £0 4 19,7 £0.,3 10,3 £0.,3
5 % Kar 343 £0.,3 33,7 £0.8 258 £0.,6
1 % Lin 9,0 9,0 9.0
3 % Lin 9,7 +£0,3 9.0 9.0
5% Lin 11,8 £0,2 9.0 9.0

Z hodnot v tabulce (Tabulka 3) lze vycist dalezit¢ informace v rdmci antibakteridlni
aktivity polymernich filmii a stabilit¢ aktivnich latek v nich zabudovanych. AZ na vyjimky,
doslo k viditelnému potlaceni rtstu bakterie v piitomnosti pfipravenych polymernich
film. Nejvyssi citlivost £. coli vykazovala polymernimu filmu s aktivnimi latkami
s nevys$sim hmotnostnim zastoupenim (5 % w/w ). Jednalo se o 5% w/w thymol,
cinnamaldehyd, eugenol a karvakrol, kdy pravé thymol a karvakrol vykazoval nejvyssi
antibakterialni u¢inek ze vSech testovanych polymernich filmi. Tento zavér se shodoval
s vysledky Helandera et al. (1998), kteti zjistili, ze E . coli byla nejvice inhibovana pravé
aktivnimi latkami EO karvakrolem a thymolem. Friedman et al. (2002) uvadéji takeé, ze
karvakrol vykazoval oproti thymolu vyS$$i potlaceni rlstu gramnegativni bakterie, kdy

v naSem experimentu byl prokdzan opak.

U nékterych vzorkli nebyla pozorovavana inhibi¢ni zona, jednalo se predev§im o filmy

[RA4

eugenolu a linaloolu.
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Citlivost vi¢i polymernim filmiim s aktivnimi latkami byla posuzovénai pro grampozitivni
bakterii S'. aureus. Z odbornych ¢lanku zabyvajicimi se antibakterialnimi Gc¢inky aktivnich
latek EO vyplyva, ze grampozitivni bakterie trpi vyssi citlivosti k témto latkdm nez-li

gramnegativni bakterie (Orchard et al., 2017).

V Tabulce 4 jsou zaznamenany stfedni hodnoty inhibi¢nich zoén pro S. aureus opét
testovanych v riiznych ¢asovych intervalech. Opét 1ze z jednotlivych vysledkt konstatovat,
ze dochazi v prubéhu Casu ke snizeni antibakterialni aktivity, tudiz dochéazi k odpatrovani
aktivni latky z polymerniho filmu. Po 6 mésicich vSechny polymerni filmy

s 1% w /w aktivnimi latkami netvofily inhibi¢ni zoény okolo disku.

Tabulka 4 Stfedni hodnoty inhibi¢nich zo6n v pribéhu Casu pro S. aureus, primér

disku 9 mm

S . aureus
Aktivni latka Inhibi¢ni zéna véetné prameru disku 9 mm [mm)]
w /W Thned Po 3 mésicich Po 6 mésicich

1 % Cin 13,6 £0.5 96 £0,3 9,0
3 % Cin 30,2 £0,5 25,0 £0 4 132 £0.,3
5% Cin 31,6 £0.3 30,0 £0 4 30,2 £0.,5
1 % Thy 9,0 9.0 9.0
3 % Thy 31,6 £0,3 25,6 £0.,5 154 £0.,3
5% Thy 40,8 £0,5 404 £0.,3 348 £0.6
1 % Eug 9,0 9.0 9.0
3 % Eug 10,2 £0.,3 9,6 +£0,3 10,2 £0.6
5% Eug 16,2 £0.,5 126 £0.,3 12,8 £0.9
1 % Kar 154 +£0,3 9.0 9,0
3 % Kar 244 £0,3 20,0 £0 4 126 £0.,3
5 % Kar 372 0 3+ 354 £0,5 274 £0,5
1 % Lin 9,0 9,0 9.0
3 % Lin 98 +0,3 9,0 9.0
5% Lin 10,2 £0.,3 9,0 9.0

V Tabulce 4 jsou zaznamenany zmény inhibice v riznych casovych intervalech. Nejvyssi
citlivost vykazovala bakterie S. aureus k filmim s nejvice hmotnostné zastoupenymi
latkami, jednalo se pfedevSim o 5 % w /w thymol, cinnamaldehyd a karvakrol. Kdy praveé
polymerni film s 5% w/w thymolem ze vSech mél na S. aureus nejlepsi vysledky
inhibice. vysledkli lze také konstatovat, ze 1% latky maji velmi maly nebo zadny

antibakterialni efekt.
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Pti posuzovani citlivosti k polymernim filmiim obou testovanych bakterii, lze tvrdit, Ze
pravé grampozitivni bakterie S'. aureus vykazovala nizsi citlivost k testovanych filmim
nezli gramnegativni bakterie £ . coli. Nejvétsi rozdily Ize pozorovat u aktivni latky eugenol,
kdy 1 nejvys8i hmotnostni zastoupeni (5 % w/w) ve filmu u S. aureus nevykazovala
takovych hodnot jako u E. coli. U gramnegativni bakterie byla pozorovana 2krat vétsi
inhibi¢ni zoéna nezli u grampozitivni bakterie. U ostatnich vzorkd byly pozorovany
pomérn¢ shodné vysledky inhibice. Ob¢ testované bakterie byly nejvice citlivé
k polymernimu filmu s 5% w/w thymolem, E. coli néasledné¢ vykazovala vysokou
citlivost k filmu s 5% w/w cinnamaldehyden, oproti tomu S. aureus k filmu s 5 %

w /w karvakrolem.

Z odbornych ¢lanku zabyvajicimi se antibakteridlnimi u¢inky aktivnich latek EO vyplyva,
ze gramnegativni bakterie trpi vyssi citlivosti k témto latkdm neZli grampozitivni bakterie
(Romeo et al., 2008), to bylo potvrzeno i v naSem experimentu. Byly také pozorovany
vyborné vysledky inhibice vii¢i testovanym bakteriim vic¢i thymolu, kdy jizu 1,5 %
w /w byly pozorovany jeho antibakteridlni G€inky (Ibrahim et al., 2016). V nasSem ptipadé
u 1% w/w thymolu nebyla zaznamenina inhibice. Esencidlni oleje s vysokym
zastoupenim linaloolu deklaruji citlivost viici grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim,
avSak existuje velmi malo studii zabyvajicimi se antibakteridlni uc€inky ¢istého linaloolu (Liu

et al., 2020).

Jelikoz byla jednoznaéné prokéazana inhibice polymernich filml vysledky viici testovanym
bakteriim, byly zvlaknény vSechny vzorky (Tabulka 2 ). Charakterizace a antibakterialni

vlastnosti zvlaknénych vzorki jsou popsany v kapitole 6 .2 .

6.2 Nanovlakna

Posouzenim citlivosti testovanych bakterii vic¢i pfipravenym filmim (Tabulka 3), byly
znovu piipraveny vSechny polymerni roztoky, které¢ byly nasledné zvlaknény. Podatilo se
zvlaknit vSechny roztoky, i ty co obsahovaly nejvyssi hmotnostni zastoupeni aktivni latky
EO. Nasledné tato nanovldkna byla pod skenovacim elektronovym mikroskopem

pozorovana.

6.2.1 Charakterizace morfologie pomoci SEM

Vsechny zvlaknéné vzorky (Tabulka 3 ) byly pozorovany v mikroméfitku pomoci SEM,

kde byly hodnoceny priméry nanovldken a ptitomnost deformaci na vldkénkach, které by
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byly zplsobeny pravé inkorporovanymi aktivnimi latkami EO bcéhem procesu

elektrostatického zvlaknovani.

Tabulka 5 Stfedni hodnoty priméri ptipravenych PVDF nanovlaken

23% PVDF + EOw/w [%] d [nm]
1 770 + 30
900 + 60
590 + 40
600 + 40
610+ 40
640 + 30
700 + 60
570 + 30
600 + 30
710 £ 40
700 + 60
650 + 30
800 £ 50
570 + 30
890 + 50
850 + 50

Thymol

Karvakrol

Cinnamaldehyd

Linalool

Eugenol

N|W (=N [W|Mm= DW= Wn|[W|m~=|WL|W

Kontrola

Z jednotlivych snimkt byly nasledné pomoci photoshopu uréeny priméry jednotlivych
vlaken, tyto hodnoty jsou sepsany v Tabulce 5 . Stfedni hodnota priméru PVDF nanovlakna
by stanovena na (850 + 50) nm, tato hodnota stale spadd do kritéria pro hodnoceni téchto
vlaken jako nanovldken. Oproti tomu nanovldkna s inkorporovanymi aktivnimi latkami
nabyvala menSich priméra vlaken nez-li C¢istd PVDF nanovldkna, nabyvaly hodnot od
500 do 900 nm s ohledem na aktivni latku a jeji t€kavost. Pravé mensi praméry vlakének
mohly byt zplsobeny polymernimi roztoky s aktivnimi latkami, které dosahovaly
rozdilnych viskéznich vlastnosti nez Cisty roztok PVDF, byly tekutéjsi. Jak bylo popsano
v teoretické Casti, na cely proces elektrostatického zvlaknovani mé vliv mnoho parametrt,
mezi které mimo jiné patii 1 viskozita polymerniho roztoku, ktera ovliviiuje morfologii
nanovlaken. Kromé uzSich priméri vldken u PVDF nanovldken s inkorporovanymi
aktivnimi latkami EO, byly ve struktufe pozorovany i rizné deformace téchto vlaken, na
které¢ mély vliv pravé zabudované tékavé latky, kdy k t€émto odchylkdm mohlo dojit pii
odparovani rozpoustédla spolu s aktivnimi latkami. Vliv odpafovani rozpoustédla na

kone¢nou morfologii byl pozorovan i u polymernich filmid. Z naméfenych hodnot
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(Tabulka 5) lze konstatovat, Ze neplati pifimd uméra primérd nanovldken
s inkorporovanymi latkami na hmotnostnim zastoupenim aktivni latky zabudované
nejmensich primért nanovldken, hodnoty priméri nanovlaken jsou velmi proménlivé

v dusledku raznych faktorti ovliviiujicich strukturu nanovléken pii procesu zvldknovani.

Na Obrazku 23 jsou zobrazeny snimky ze SEM pro PVDF nanovldkna s 5 %
w /w aktivnimi latkami EO a PVDF nanovldkna bez inkorporovanych latek. Na vSech
snimcich 1ze pozorovat nahodilé uspofadani vlakének v mnoha vrstvach. Priméry vldken
u Cisttho PVDF jsou oproti ostatnim viditeln¢ vétsi, krom¢ nanovlaken s 5%
w /w eugenolem. Struktura ¢ist¢ého PVDF nanovlakna je tvofena fidkou siti vldken s rtiznou

distribuci praméra jednotlivych vldken.

Nanovldkna s inkorporovanymi aktivnimi latkami EO jsou tvotfeny hust&jsi siti vldken, kde
jsou pozorovny i rizné deformace na nanovldknech, napf. u nanovldken s 5%
w /w linaloolem Ize pozorovat defekt na jednom z vlaken,u 5 % w /w karvakrolu Ize zase
pozorovat splétani n€kolika vlaken dohromady. Nanovldkna s 5 % w /w eugenolem jsou
tvofeny velmi hustou siti vldken s velmi vysokymi hodnotami priméri jednotlivych

vlakének, u téchto vldken Ize pozorovat i vlnitou orientaci jednotlivych vlaken.

Distribuce primért vlaken u PVDF nanovlaken s aktivnimi latkami je velice riznoroda

(Obrazek 23), lze teda tvrdit, Ze zaleZzi na mnoha parametrech pfi zvladknovani, kdy

wev

Podobnych vysledkli dosdhly i ve studii kolagennich nanovldken s inkorporovanymi
esencidlnimi oleji z tymidnu a oregana, kde byly pozorovany taktéz rizné praméry vlaken
a deformace na nich tvofené (Berechet et al, 2020). Esencialni oleje zpisobovaly vétsi
vyskyt anomadlii v celkové struktufe nanovléken, oproti naSim vysledkiim, kdy byla do
nanovlakna zabudovdna pouze jedna latka. Vétsi vyskyt téchto anomadlii miZe byt
pfisuzovan pravé riznym slozkam, které tvofi esencialni oleje, které se od sebe 1isi jak ve
fyzikalnich, tak chemickych vlastnostech. V odborném clanku Mele et al. (2020)
zabyvajicim se studiem zvldkiiovani esencidlnich oleji (skoficovy esencialni olej) do
syntetickych polymeri (PVA, PEO, PLA) dosahovaly rozméry nanovlaken niz§ich rozméra,

(300 = 60) nm, nez nami experimentalné naméfené hodnoty u PVDF nanovlaken.
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7 P £ K a X A& ¥ 5 um
Obrazek 23 SEM nanovldkennych membran s in

1"<0rp0rovan}7mi aktivnimi latkami EO —

cinnamaldehyd, thymol, eugenol, linalool, karvakrol; (5 % w /w )
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Z toho vyplyva, ze velmi zélezi na vybraném polymerti pro elektrostatické zvlaknovani
v ramci celkové morfologie nanovldkenné vrstvy a od toho odvijejicich se pozadovanych

vlastnosti.

Po zhodnoceni morfologie vSech pfipravenych nanovlaken, byly tyto nanovlakna podrobeny

diskové difizni metod¢€ ke zhodnoceni jejich antibakterialnich vlastnosti.

6.2.2 Antibakterialni aktivita

U wvSech 16 vzorki PVDF nanovldkennych membran byla pozorovana inhibice

u gramnegativni bakterie £ . coli a grampozitivni bakterie S. aureus.

Obdobné¢ jako u PVDF filmt, byla vyhodnocovana pfitomnost inhibi¢ni zoény v okoli disku
s nanovlakennou membranou. Samotna PVDF nanovlédkna s inkorporovanymi latkami EO
vykazovala pfitomnost téchto latek v nanovldknech diky senzorickému zhodnoceni, avSak
ptfitomnost inhibi¢ni zony nebyla potvrzena u zadného vzorku nanovlaken se zabudovanymi
aktivnimi latkami na testovanych bakterii. Nepfitomnost inhibice mlze byt pfisuzovana
mensimu povrchovému kontaktu nanovlaken, nez tomu bylo u filmu. Nanovlakna vykazuji
mens$i rozméry vlaken, které jsou rozmistény v mnoha vrstvach, tudiz k samotnému

kontaktu vldkna s povrchem agaru dojde pouze u malého poctu vlaken.

V odborné literatufe bylo docileno stejnych vysledkd, kdy po zvldknéni polymerniho
roztoku nebyla pozorovéana inhibi¢ni zona jako tomu bylo u filma (Berechet et al., 2020;
Peer et al., 2020). Oproti tomu v odborné studii autortt Mele et al. (2020), byla viditelna
inhibice nanovlaken se zabudovanymi esencialnimi oleji (oregano, levandule, thymian)
u bakterii E. coli a S. aureus, kdy jednotlivé nanovldkenné vrstvy byly zvlaknovany
syst¢tmem z jehly. Ve studii Liu er al (2019) testujici antimikrobidlni aktivitu
nanovldkennych membran s inkorporovanym thymianovym esencidlnim olejem, taktéz

zaznamenaly pozitivni inhibici vii€i testovanym bakteriim.

Jelikoz nebyla pozorovana inhibice v okoli disku, byla provedena fluorescencni
mikroskopie u jednotlivych vzorkli nanovldkennych membran k potvrzeni pfitomnosti

citlivosti testovanych bakterii.

Disky z vySe zminéné metody byly podrobeny fluorescencni mikroskopii, aby se zhodnotila
vitalita bungk, které byly v pfimém styku s nanovldkennou membranou. Povrch membrany
byl obarven specidlnim barvivem, které zbarvovalo mrtvé buiikky do ¢ervena a zivé bunky

do zelena.
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Na Obrazku 24 jsou zobrazeny snimky z fluorescenéniho mikroskopu nanovlakennych
membran se zabudovanymi aktivnimi litkami EO, kde byla pozorovéna zivotnost
bakterialnich bunék E. coli na povrchu membrany. Na povrchu PVDF membrany bez
aktivni latky bylo pozorovéano nespocet zivych tyCinkovitych bungk, tudiz bylo potvrzeno
to, ze samotny polymer PVDF nevykazuje antibakterialni vlastnosti. Ostatni snimky PVDF
membran s jiz inkorporovanou aktivni latkou naznacuji bakteriostaticky az bakteriocidni
ucinek. Na povrchu membrany tvofené 5 % w /w cinnamaldehydem nebyly pozorovany
zadné bakteridlni bunky, tudiz lze hovoftit o bakteriostatickém u¢inku membrany, kdy byl
potlacen rast bakterie E. coli. Ostatni membrany vykazovaly kromé bakteriostatického
ucinku i baktericidni G¢inek, kdy byly pozorovany pifitomné mrtvé bunky na povrchu
membrany, nejvice mrtvych bakteridlnich bunék bylo pfitomno na membrané se

zabudovanym 5 % w /w linaloolem.

Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i u diskiti z PVDF membran, které byly v ptitomnosti
grampozitivni bakterie S . aureus. Jediny rozdil byl v pfitomnosti vysokého poctu mrtvych
bakterialnich buné&k S. aureus na povrchu jednotlivych membran, které se zde vyskytovaly
v fadl nckolika stovek, z toho vyplyva vysSi intenzita baktericidniho U¢inku vici

grampozitivni bakterii (S . aureus) nez vii¢i gramnegativni bakterii (E . coli).

Dle téchto vysledki byly PVDF membrany dale podrobeny testu zaméfené¢ho na tvorbu

biofilml na povrchu nanovlaken.
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Obrazek 24 Snimky z fluorescenéni mikroskopie PVDF membran inkorporovanymi

5 % w /w aktivnimi latkami EO pro E'. coli; (mé&fitko 20pum)

6.2.3 Sledovani tvorby biofilmu na nanovlakennych membranach

Biofilm je seskupeni mikrobialnich buné¢k, které diky vysoké organizaci dokaze piezit
v neptiznivych podminkach. Pfitomnost nebo i samotnd tvorba biofilmu miize mit jak
pozitivni, tak negativni vliv, zalezi od okolnosti. Samotna tvorba biofilmu je zavisla na

povrchu materidlu (BartoSova, 2019).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Kvili mozné aplikaci PVDF membran, jakozto filtraniho zafizeni nebo vnitini ¢asti
obalového materialu kosmetickych produktti, bylo provedeno testovani na tvorbu biofilmu.
Pozitivni piitomnost biofilmu na PVDF membranach by méla negativni vliv pro jeji budouci
uplatnéni. Vyskyt biofilmu na membrané pii filtraci vody by zpisobil ucpani péru ve
struktufe membrany, coz by znemoznilo samotné filtrovani vody. V obalovych materidlech
by mohlo dojit ke kontaminaci samotného kosmetického produktu, coz by vedlo

k nezaddoucim ucinkiim na samotného spotiebitele.

Tvorba biofilmu byla vyhodnocena pomoci snimkli ze SEM, kdy pii vysoké koncentraci
bakteridlnich bun¢k na jednom misté, byla potvrzena pozitivita na jeho pfitomnost. Vyskyt
biofilmu byl pomoci SEM vyhodnocovan pouze na PVDF membranich s 5 %
w /w inkorporovanymi aktivnimi latkami EO. Na Obrazku 25 jsou zobrazeny jednotlivé
snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu pro grampozitivni bakterii S . aureus. Na
membrané PVDF bez aktivni latky je pozorovano shlukovani bakterialnich bunék, coz nam
naznacuje pozitivni ptitomnost na biofilm. Ke stejnému zavéru se dospélo i u PVDF
membrany s inkorporovanym cinnamaldehydem, kde jsou vidét husté seskupené bunky S .
aureus. PVDF membrany s karvakrolem a linaloolem téZ byly vyhodnoceny jako materidly
vhodné na tvorbu biofilmu, 1 kdyZ v mensi mife neZ u vySe zminénych membran. Aktivni
latky thymol a eugenol, které byly inkorporovany do PVDF nanovldken, byly vyhodnoceny
jako latky, které nepodporuji rist biofilmu, jak je patrné z obrazku. V Tabulce 6 je
zaznamenana pozitivni nebo negativni tvorba biofilmu S. aureus a E . coli v ptitomnosti

PVDF membran s inkorporovanou aktivni latkou o nejvy$$im hmotnostnim zastoupenim.

Tabulka 6 Tvorba biofilmu E . colia S. aureus v ptitomnosti PVDF membran

Nanovlakenna membrana E . coli S. aureus
PVDF ++ ++
PVDF + 5 % Eug + -
PVDF + 5 % Lin + +
PVDF + 5 % Cin ++ ++
PVDF + 5 % Kar ++ +
PVDF + 5 % Thy - -

Pozn.: ++ silna tvorba biofilmu, + nizké tvorba biofilmu, - netvofi biofilm

Vysledky na tvorbu biofilmu byly témét shodné i pro gramnegativni bakterii £ . coli, lisily

se hlavné u pozitivni pfitomnost biofilmu na membrané s inkorporovanym eugenolem.
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E . coli jakozto silngj$i producent biofilmu v pfitomnosti eugenolu nez S. aureus byl

podpoien védeckou studii od El-Far ef al. (2021).

Tym védci Alvez Carniero et al. (2020) studoval chovani esencidlnich oleja jakozto
antimikrobnich latek a latek pisobicich proti tvorbé biofilmu bakteridlntho kmenu
S. aureus. Obdobné jako v naSem experimentu, esencialni oleje obsahujici velké
hmotnostni zastoupeni aktivni latky thymolu, zabraniovaly tvorbé biofilmu S'. aureus. Avsak
je zapotiebi dalSich studii, abychom Iépe porozuméli interakcim mezi kroky tvorby biofilmt

v pritomnosti EO a jejich jednotlivymi zastoupenymi slozkami.
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n 7

Obrazek 25 SEM pdouzen t\}rby biofilmu S. aureus na nanovldknech s aktivnimi

latkami — cinnamaldehyd, thymol, eugenol, linalool, karvakrol; (5 % w /w )
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6.2.4 Ovéreni inkorporace aktivnich latek (UV/VIS spektrometrie)

Jelikoz diskovéa difizni metoda PVDF nanovldkennych membran neposkytla uspésné
vysledky jako metoda provadéna na PVDF filmech, byla provedena UV/VIS spektrometrie
pro nanovlakna i filmy. Tato metoda byla provedena z divodu zjiSténi ucinnosti
zabudovani aktivnich latek do nanovlaken pfi procesu elektrostatického zvlakiovani. Jelikoz
aktivni latky vykazuji tékavé vlastnosti, lze predpokladat, ze se v pribéhu procesu
zvlaknovani cast aktivni latky odpaii, a to by vedlo k celkovému snizeni vysledné

hmotnostni koncentrace aktivnich latek v nanovlaknech.

V Tabulce 7 jsou zaznamenana stanovovana absorpcni maxima pro jednotlivé aktivni latky
EO, stiedni hodnoty absorbanci pro PVDF nanovldkenné membrany a filmy. Z poméru
absorbanci nanovldken ku polymernim filmim bylo uréeno procentudlni zastoupeni aktivni

latky vyskytujici se pravé v nanovlakenné membrang.

Tabulka 7 Naméfené hodnoty absorbanci a jejich pomér pro PVDF nanovlakna a film

) w /W Af[] An [-] An/Af [%]
1% Cin 1,177 0,024 2,011
302nm | 3% Cin 3,296 0,064 1,932
5% Cin >3 300 0,204 6,172
1 % Thy 0,285 0,010 3,505
290nm | 3% Thy 0,443 0,015 3,459
5% Thy 0,686 0,018 2,577
1% Eug 0,289 0,026 9,101
297nm | 3% Eug 0,412 0,044 10,752
5% Eug 1,448 0,094 6,470
1 % Kar 0,346 0,015 4,432
290nm | 3% Kar 0,524 0,025 4,774
5 % Kar 0,581 0,055 9,524
1 % Lin 0,166 0,012 6,928
282nm | 3%Lin 0,197 0,018 8,968
5% Lin 0,284 0,028 9,742

Pozn.: & — vInové délka, Af — absorbance polymernich filmli, An — absorbance nanovldken, An/Af

— pomér zminénych absorbanci

Naméfené hodnoty poméri PVDF nanovldken a filmi se pohybuji od 2 az do 10 %
v zévislosti na aktivni latce a jeji hmotnostni koncentrace vyskytujici se na pocatku

v polymernim roztoku pted procesem elektrostatického zvladknovani. Z téchto hodnot lze
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vyvodit zavér, Ze vysledna koncentrace aktivnich latek inkorporovand pomoci
elektrostatického zvlaknovani do nanovldkenné membrany, je o 90 az 98 % niz$i nez
koncentrace téchto latek pritomnych v PVDF filmech. Timto experimentem by byly
zdivodnény vysledky antibakterialni aktivity nanovlakennych membran, které¢ u diskové
difizni metody neposkytly shodné vysledky jako u polymernich filma, pravé v disledku
nizsiho zastoupeni aktivni latky, které se pohybuji v fadu setin procent. Vhodnymi upravami
parametrii ovliviiujici tyto aspekty (teplota, vlhkost prosttedi, aplikované napéti, vzdalenost
tyCky od kolektoru a dalSich proménnych) by se mohlo docilit k vyssi ucinnosti

inkorporovani aktivnich latek do nanovladken (Berechet ef al., 2020).
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7 ZAVER

Nanomateridly v dneSni dobé nachazeji velké uplatnéni v raznych pramyslovych
odvétvich, prave diky svym specifickym vlastnostem. Jejich primyslové vyuziti se odviji od
typu nanomaterialu a samotného polymeru, ktery je vyuzit na jeho vyrobu. Tento
experiment se zabyval vyrobou nanovldkennych membran z PVDF polymeru, které nachazi
uplatnéni piedevsim jako filtracni membran pro c¢iSténi odpadnich vod. Nevyhodou
membrany je vSak jeji opotiebeni a ucpavani bakteriemi, které se hromadi na povrchu
membrany, ¢imz zkracuji jeji zivotnost. Pravé inkorporovanim dalSich latek do membrany,

by se témto nedostatkim mohlo ptedejit.

V pribéhu experimentu se podafilo pomoci elektrostatického zvlaknovani z povrchu
kapaliny ptipravit PVDF nanovldkenné membrany s inkorporovanymi aktivnimi latkami
esencialnich oleji, jednalo se o thymol, eugenol, linalool, karvakrol a cinnamaldehyd
s ruznym hmotnostnim zastoupenim téchto latek v. membrané. Primér vldken jednotlivych
nanovlakennych membran byl velmi riiznorody, pravé zabudovanim aktivnich latek EO do
nanovldken. Jednotlivd vldkna vykazovala kruhovy prifez, nahodilé uspotadani

a v nékterych ptipadech byly pozorovany i defekty ve formé kapicek a shlukl vlaken.

Ptipravené vldkenné membrany byly poté podrobeny antibakteridlnim testim, predev§im
diskové difizni metodé, kdy nebyla pozorovana inhibi¢ni zoéna okolo disku s nanovlakny.
Nebyla vsak potvrzena viditelnd inhibice testovanych bakterii E. coli a S. aureus. Pti
pozorovani mista styku jednotlivych vldken membrany s agarem pod fluorescenénim
mikroskopem byl pozorovan bakteriostaticky aZ bakteriocidni U¢inek membran
s inkorporovanymi aktivnimi latkami s nevy$$im hmotnostnim zastoupenim. Kromé
antibakterialni aktivity byla posuzovana i detekce tvorby biofilmu na povrchu PVDF
membrany. Kdy v ptipadé¢ S. aureus nebyla potvrzena tvorba biofilmu u membran
s 5% w /w eugenolem a thymolem, oproti tomu u gramnegativni bakterie £ . coli nebyla

detekovéna distribuce biofilmu jen v pfitomnosti membrans 5 % w /w eugenolem.
Pomoci UV/VIS spektrometrie bylo odhaleno, Zze se v pribéhu elektrostatického
zvlaknovani odpafila s rozpousStédlem i1 velka ¢ast aktivnich latek, tudiZ jejich vysledna

hmotnostni koncentrace byla az o 90 % niz$i, nez se piedpokladalo.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AFM Mikroskopie atomarnich sil

BET Technika méfeni povrchové plochy (Brunauer, Emmett, Teller)
BHA Butylhydroxyanisol

BHI  Bujon mozkosrdcové infuze

BHT Butylhydroxytoluen

Cin  Cinnamaldehyd

CO; Oxid uhlic¢ity

DMF Dimethylformamid

EO  Esencidlni oleje

Eug Eugenol

Kar  Karvakrol

Lin  Linalool

MBR Membranovy bioeraktor

MF  Mikrofiltrace

MH  Mueller Hinton bujon

MNE Systém vice jehel (multiple needle electrospinning)
NLES Systém bez jehly (needleless electrospinning)
PCL Polykaprolakton

PEO Polyethylenoxid

PGA Kyselina polyglykolova

PLA Kyselina polymlé¢na

PVA Polyvinylalkohol

PVC Polyvinylchlorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

PS Polystyren
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SEM
SNE
TEM
Thy
VOC
mm
um
nm

kV

rpm

Skenovaci elektronovy mikroskop

Systém jedné jehly (single needle electrospinning)
Transmisni elektronovy mikroskop

Thymol

Tekavé organické slouceniny (volatile organic compound)
Milimetr

Mikrometr

Nanometr

Kilovolt

Otacky za minutu (rotation per minute)
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