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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva lipidovymi nosici, se zaméifenim na nanostrukturované
lipidové nosic¢e (NLC) pro enkapsulaci esencidlnich olejti. Prace se vénuje jejich ptiprave,
charakterizaci a hodnoceni stability. Dale se zaméfuje na vybrané esencidlni oleje
s prokazanou antimikrobialni aktivitou, jejich chemické slozeni a schopnost inhibovat rtst
bakterii. Cilem prace je zhodnotit potencial NLC jako efektivniho systému pro transport

esencialnich oleja a jejich praktické vyuziti.

Kli¢ova slova: nanostrukturované lipidové nosice, esencialni olej, antimikrobidlni aktivita

ABSTRACT

This bachelor's thesis focuses on lipid carriers, with emphasis on nanostructured lipid
carriers (NLC) for the encapsulation of essential oils. The work deals with their preparation,
characterization, and stability evaluation. It also focuses on selected essential oils
with proven antimicrobial activity, their chemical composition, and ability to inhibit
the bacterial growth. The aim of the thesis is to assess the potential of NLC as an effective

delivery system for essential oils and their possible applications

Keywords: nanostructured lipid carriers, essential oil, antimicrobial activity
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UvVOD

Nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC) piedstavuji moderni a perspektivni typ
nosi¢ovych systémil vyuzivanych zejména pro transport biologicky aktivnich latek. Diky
své schopnosti zlepsit stabilitu, biologickou dostupnost a kontrolované uvoliiovani aktivnich
slozek nachazeji Siroké uplatnéni v oblasti farmacie, kosmetiky i potravinaistvi. Vyvoj NLC
systémt je odpoveédi na potiebu prekonat limity konvencénich lipidovych nosict, zejména

v oblasti jejich stability a enkapsula¢ni G¢innosti.

V této praci jsou NLC ¢astice vyuzity jako nosice pro vybrané esencialni oleje (EO), které
jsou znamy svymi antimikrobidlnimi vlastnostmi. Enkapsulaci téchto tékavych
a nestabilnich pfirodnich latek do lipidové matrice lze zlepsit jejich ochranu pied degradaci,
prodlouzit G¢inek a umoznit jejich cilenéj$i vyuziti.

Cilem této bakalarské prace je ptiprava a charakterizace NLC ¢astic obsahujicich EO
s antibakterialni aktivitou, sledovani jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti (velikost,
distribuce ¢astic, zeta potencidl), hodnoceni jejich stability v case a ovéfeni

antimikrobidlnich u¢inki na vybrané rody bakterii.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 NOSICE AKTIVNICH LATEK

V poslednich letech roste potieba vyvijet rizné zptisoby, jak dodavat 1é¢iva nebo jiné aktivni
latky do organismu. Diky pokroku v oblasti doruCeni 1éCiv a zvySujici se poptavce
po lokalizovaném doruceni, které by mohlo snizit vedlejsi G€inky léCiv, se jejich ordlni
podani stdva méné preferovanym zplisobem. Dorucovani aktivnich latek prostfednictvim

nosicu léCiv pies pokozku, tedy transdermalni podani se tak jevi jako atraktivni alternativa
[1].

Systémy, které prenasi a dorucuji aktivni latky musi spliiovat urcita kritéria, jako naptiklad
urcitd enkapsulacni schopnost a stabilita, netoxicky charakter, biokompatibilita a celkova
funkénost dan¢ho nosice, snadna a efektivni vyroba a fadu dalSich vlastnosti. Vyzkum
a vyvoj multifunkénich nanocéstic jako farmaceutickych nosicii 1€kt vedly v poslednim
desetileti k exponencialnimu ristu aplikaci v mediciné. Design téchto nanocastic, véetné
nanoemulzi, dendrimerti, nano-zlatych ¢astic, liposomt, konjugatt 1€ki s nosici, komplexii
protilatek a 1€kt a magnetickych nanocastic, je primarné zalozen na unikétnich uspotadanich
syntetickych, pfirodnich nebo biologickych slozek, vcetné syntetickych polymert,
kovovych iontd, olejti a lipidd jako jejich stavebnich bloka. Uspéch téchto &astic
v klinickych aplikacich vSak zavisi na zohlednéni dilezitych parametrt, jako jsou strategie
vyroby nanocastic, jejich fyzikalni vlastnosti, U¢innost enkapsulace a uvolilovani 1ékd,
a predevS§im minimdlni toxicita samotného nosic¢e[2]. Jednim ze systému, ktery efektivné
enkapsuluje danou aktivni latku jsou lipidové nanocdastice, které jsou charakterizovany

v dalSich kapitolach této bakalatské prace [3].

Mezi intenzivné zkoumané nosice lipidové povahy patii liposomy. Jsou to sférické lipidové
nosice ve formé vezikul, které se 1i$i velikosti a skladaji se z jedné nebo vice soustiednych
dvouvrstvych membran. Maji schopnost zachytit jak hydrofilni terapeutické latky ve svém
centralnim vodnim jadru, tak lipofilni latky v prostoru jejich dvouvrstvy. Liposomy jsou
dnes dobfe etablované jako nosicové systémy, které obsahuji terapeutické latky a dodavaji
je na rtizna mista v téle. Liposomy mohou prodluZovat uvoliiovani zachycenych latek, ¢imz

zlepSuji terapeuticky vysledek [4].

Dal§imi moznymi nosici aktivnich latek mohou byt latky polymerniho charakteru. Tyto
nosice piedstavuji rizné zpusoby dorucenti latek, jako je enkapsulace do polymernich micel,
zaClenéni do polymernich vezikul a kovalentni konjugace za ucelem tvorby konjugatii

polymer-lé¢ivo. Polymerni nosi¢e vyuzivaji jak pfirodni polymery napi. chitosan,
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cyklodextriny a alginaty, tak syntetické polymery napt. polyethylenglykol, poly(laktid-co-
glykolova kyselina), polyakrylové estery nebo polyethylenimin. Tyto materidly vykazuji
piiznivé vlastnosti, véetné¢ biokompatibility, stability a modifikovatelnosti, cozZ umoziuje
jejich aplikaci v riznych formach, jako jsou micely, polymerni nanocastice, dendrimery
a konjugaty polymer-l1é¢ivo. Pouziti polymernich nosi¢l vSak ptredstavuje i nékterd rizika.

24

vyrobu a obtiznou kontrolu rychlosti degradace v téle u biodegradabilnich polymert [5].
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2 LIPIDOVE NANOCASTICE

2.1 Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové nanocastice (SLN) byly poprvé vyvinuty na zacatku 90. let a jsou prvni
generaci lipidovych ¢asticovych nosicl. Jsou to submikronové koloidni nosic¢e o velikosti
vrozmezi 50 az 1000 nm. Tyto Castice se skladaji z fyziologickych lipidi, které jsou
dispergovany ve vod¢, pufru nebo ve vodném roztoku surfaktanti. K vyrobé SLN se pouziva
Siroké spektrum lipidl, které jsou pevné a stabilni pii pokojové teploté, jako jsou
napf. trigacylglyceroly, volné mastné kyseliny a mastné alkoholy. VétSina téchto lipida je
nejen biologicky kompatibilni a netoxickd, ale také cenové dostupnd, coZz davad SLN velky

potencial jako platformé pro topické dodavani 1éCiv [1].

2.1.1 Charakteristika a vlastnosti

SLN byly pfedstaveny roku 1990 jako mozna nahrada liposomi, emulzi a polymernich
nanocastic. Maji kulovitou morfologii, kterou lze studovat pomoci TEM (transmisni
elektronova mikroskopie) a SEM (skenovaci elektronova mikroskopie). SLN jsou slozeny
z ptiblizn€ 0,1 — 30 hm.% tuku, ktery je dispergovany ve vodné fazi. Pro zvySeni stability
se pouZzivaji surfaktanty v koncentracich asi 0,5 az 5 %. Spravny vybér lipidl a surfaktanti
muze ovlivnit velikost ¢astic, dlouhodobou stabilitu béhem skladovani, schopnost
enkapsulace aktivnich latek a chovani pfi uvolfiovani. Lipidové slozky SLN jsou pevné
jak pfi télesné, tak pti teploté okolniho prostiedi. Lipidy, které se pouzivaji pti ptipravé SLN,

zahrnuji napt. mastné kyseliny, steroidy, vosky, mono-, di- a triacylglyceroly [6].
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A Tenzid |[__J| Pevnylipid | © | Aktivni latka

Obrazek I SLN Castice, upraveno podle [7]

SLN maji oproti jinym koloidnim nosi¢tim rizné vyhody. Mezi jejich hlavni pfednosti patii
moznost kontrolovaného uvoliiovani 1éc¢iv/aktivnich latek a jejich cileného podani, coz
zajiStuje efektivni terapii. SLN také zajiStuji zvySenou stabilitu 1é¢iv, coZ je klicové
pro prodlouzeni jejich Uc¢innosti. Tyto nosi¢e dovoluji zaclenéni jak lipofilnich,
tak hydrofilnich latek, coz rozsifuje spektrum jejich pouziti. Dulezitou vyhodou je také
absence biotoxicity nosice, coz zajistuje bezpecnost pro lidské télo. Navic SLN nevyzaduji

pii vyrobé pouZiti organickych rozpoustédel [8].

Struktura SLN ma vSak né€kolik nevyhod, které mohou ovlivnit jejich G€innost. Patii sem
potencial pro vyplaveni léku v disledku krystalizace lipidd béhem skladovani. Lipidové
disperze maji vysoky obsah vody, coZ mlze ovlivnit jejich stabilitu. Dale je zde omezena
enkapsulacni aktivita a schopnost transdermalniho podani Iékd. SLN mohou také podléhat
polymorfnim zmé&ndm a b&hem skladovani miZze dochazet ke zvétSeni velikosti Castic.

DalSim problémem je moznost gelace lipidovych disperzi [6].

2.1.2 Priprava

Existuji dvé zakladni metody vyroby SLN, technika vysokotlaké homogenizace vyvinuta

Miillerem a Lucksem a mikroemulzni technika patentovana Gascem [9; 9].

Vysokotlaké homogenizatory jsou piistroje, které tlaci kapalinu pod velmi vysokym tlakem

(100-2000 bar) skrz tizkou stérbinu, jen nékolik mikrometra Sirokou. Tento vysoky tlak
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a kavitacni sily rozbijeji vEétsi Castice na velmi malé Castice o submikronové velikosti. B€zny
obsah lipida je mezi 5 a 10 %, tyto lipidy jsou snadno homogenizovany do formy lipidovych
nanodisperzi. Pro vyrobu SLN existuji dvé hlavni metody — homogenizace za horka
a za studena. V obou pfipadech se nejprve aktivni latka zacleni do zakladniho lipidu, a to

bud’ rozpusténim, nebo dispergaci v roztaveném lipidu.

Gasco a jeho spolupracovnici vyvinuli techniky piipravy SLN, které jsou zalozeny na fedéni
mikroemulzi. Ty jsou vyrabény michanim opticky transparentni smési pti teploté 65—70 °C,
kterd je typicky sloZzena z mastné kyseliny (napf. stearové kyseliny), emulgatoru (napf.
polysorbatu 20, polysorbatu 60, sdjového fosfatidylcholinu, taurodeoxycholat sodného),
koemulgatorti (napt. butanolu, sodného monooktylfosfatu) a vody. Horka mikroemulze je
dispergovana ve studené vod¢ (2-3 °C) za michani. Typické objemové poméry horké
mikroemulze a studené vody jsou v rozmezi 1:25 az 1:50. Podle literatury je jiz struktura
kapi¢ek obsazena v mikroemulzi, a proto neni potieba zadnd energie k dosazeni

submikronovych velikosti ¢astic [10].

Tento pfistup vSak zahrnuje urc¢ité nevyhody, jako je nutnost pouZiti surfaktantl v relativné
vysokych koncentracich, fedéni pfi zavadéni mikroemulze do vody a snizena koncentrace

suspendovanych ¢astic.

Dalsimi, méné pouZzivanymi metodami pro pfipravu SLN jsou napf. emulgace v kombinaci
s odpafenim rozpoustédla, dale emulgace s naslednou diftizi rozpoustédla nebo pouziti

superkritické fluidni technologie [11].

2.1.3 Vyuziti

SLN obsahuji biokompatibilni lipidy, které jsou schopné enkapsulovat a uchovévat
hydrofilni nebo hydrofobni Iéky v pevné matrici. V sou€asnosti se SLN pouzivaji jako nosice
pro antibiotika, chemoterapeutika, nukleové kyseliny, bylinné extrakty a dal$i aktivni latky.
Diky svym vyhodnym vlastnostem, jako je absence toxicity, biokompatibilita a jednoduchy

vyrobni postup jsou Siroce aplikovany v biomedicing.

Vyhodou SLN je take jejich stabilita. Nanocastice chrani aktivni slozky pied vnéjSimi vlivy,
napiiklad pted degradaci zpisobenou svétlem nebo kyslikem, ¢imz zajist'uji dlouhodobou
ucinnost enkapsulovaného obsahu. SLN také umoznuji fizené uvoliiovani, coz znamena,
ze 1écivo muze byt uvolnovano postupné a kontrolované na misté plisobeni, coz vede
k lepSim terapeutickym ucinkiim a minimalizuje riziko nezddoucich uc¢inkli spojenych

s ndhlym uvolnénim vysoké davky 1éku.
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SLN jsou velmi flexibilni, pokud jde o metody podavani. Mohou byt podavany peroralné,
topicky nebo injekéné, coz umoziluje jejich Sirokou aplikaci v riznych oblastech mediciny.
Vyhodou SLN je, ze mohou byt pouzity i pro oftalmologické aplikace, kde jsou schopny
zlepsit biologickou dostupnost 1éCiv a zvysit jejich absorpci pres rohovku. Tato schopnost je
v oftalmologii velmi dilezita, protoze zlepSuje efektivitu 1écby ocnich onemocnéni

a poskytuje pacientim lepsi terapeutické vysledky [12].

SLN byly také vyuzity k novym aplikacim, jako je naptf. dodani zeleza do organismu.
Zde jako ptiklad mize slouzit siran Zeleznaty (FeSOs), ktery byl enkapsulovan do lipidové
matrice na bazi kyseliny stearové. Vyzkumy ukazaly, ze SLN mohou byt efektivnim
nastrojem pro perordlni podavani 1ékli, protoze pomahaji chranit aktivni slozky

pted degradaci v travicim traktu a zajist'uji jejich postupné uvoliiovani na spravném misté.

Celkové Ize fict, Ze SLN piedstavuji univerzalni néstroj pro moderni farmaceutickou terapii.
Diky své schopnosti nést Siroké spektrum 1€k, jejich bezpec€nosti, stabilit¢ a flexibilité
v aplikaci se staly cennym nastrojem pro fizené a cilené podavani 1ékt. S jejich pomoci je
mozné dosahovat lepSich terapeutickych vysledki a zaroven minimalizovat vedlejsi u¢inky

a riziko toxicity, coZ z nich €ini perspektivni technologii pro budouci medicinu [13].

Ackoli pouziti SLN piedstavuje mnoho vyhod, maji také n€které nevyhody, které mohou
ovlivnit jejich G€innost a praktické pouziti. Vzhledem k témto nevyhoddm, které jsou
zminény v kapitole 2.1.1. se nabizi vyuZziti nanostrukturovanych lipidovych nosic¢u jako

vyhodnéjsi.

2.2 Nanostrukturované lipidové nosice

Nanostrukturované lipidové nosice (NLC) pfedstavuji druhou generaci nosi¢i na bazi lipidi.
Jsou to koloidni systémy pro dodavani 1é¢iv a aktivnich latek v nano velikosti, které obsahu;i
kombinaci pevnych a kapalnych lipidi ve svém jadru a tenzid@i na povrchu. Tento typ
lipidového nosice je povazovan za biokompatibilni, netoxicky a bezpecny pro pouZziti

pfi dodavani 1é¢iv, zejména ve srovnani s polymernimi nebo kovovymi nanocasticemi [14].

NLC fesi nedostatky SLN, které ptedstavuji 1. generaci lipidovych nosicl tim,
ze enkapsuluji vétsi mnozstvi aktivnich latek, maji lepsi profil uvoliiovani a stabilitu. Toho
je dosazeno diky pouziti smési pevnych a tekutych lipida v jejich formulacich. Srovnani

SLN a NLC bylo provedeno v fadé odbornych studii, jejichz vysledky ukézaly, ze NLC jsou
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lepsimi nosi¢i. Divodem je jejich struktura, tedy pfitomnost tekuté lipidové slozky (oleje)
v NLC, kterd poskytuje vice mista pro pfendSenou aktivni latku, a také snizuje bod tani
syst¢tmii. To omezuje rekrystalizaci pevnych lipidi béhem procesu skladovani. Mensi
velikost NLC oproti SLN je rovnéz vyhodna, jelikoz diky vétsi plose povrchu umoziuji NLC
rychlejsi uvolovani aktivni latky [15].

NLC jsou idedlni pro zlepSeni rozpustnosti a permeability 1éCiv, pficemz umoznuji cilené

rrrrrr

sloZzek umoziuji zacileni 1é¢iva na konkrétni misto a prodlouZeni jeho Gc¢inku.

2.2.1 Charakteristika a vlastnosti

Pro NLC je charakteristicka jejich velikost, ktera se pohybuje v rozmezi 10 az 1000 nm,
Pro cilené dodéavani 1¢kti a jinych aktivnich latek je vSak preferovano velikostni rozmezi
50 az 300 nm. Castice s touto velikosti snadn&ji pfekonavaji biologické bariéry, zvysuji
ptijem aktivnich latek do bun¢k a umoziuji rychlou reakci, zatimco velikost NLC nad
300 nm je vhodna pro doruceni 1€kt do stiev. Velikost ¢astic zavisi na jejich sloZeni, ale také

na druhu pouzité vyrobni metody [16].

Ze studii, které byly provadény na systémech NLC s rliznym sloZenim bylo zjiSténo,
Ze stabilita, rozpustnost, enkapsula¢ni u€innost a dal$i vlastnosti z4visi pravé na konkrétnim
slozeni Castice, tedy druhu olejové a lipidové faze, jejich vzijemném poméru, a na typu

enkapsulované aktivni latky [17].
Podle zastoupeni lipidové a olejové faze lze Castice rozdélit do tii skupin:

e Imperfektni typ NLC, ktery vznikd smichanim lipidd, jako jsou napfi. acylglyceoly
slozené¢ z rUznych mastnych kyselin. Tato smés zplsobi nepravidelnosti
v krystalické struktufe lipidii, které pak mohou pojmout molekuly enkapsulované

latky.

e Amorfni typ Castic je tvofen amorfni matrici, kterd vznikd smichanim specidlnich
lipidt, jako je napt. hydroxy oktakosanyl hydroxylstearat nebo izopropylmyristat,
s pevnym lipidovym zdkladem. V tomto typu NLC neni zddnd uspotddana struktura,
coz zabranuje vylucovani enkapsulované latky, ke kterému by mohlo dojit

pii skladovani, pokud by doslo ke krystalizaci.

e Vicenasobny typ NLC pfedstavuje nosi¢ typu olej — pevny tuk — voda. Obsahuje

mnoho drobnych ,kapes® naplnénych tekutym olejem, které jsou rozptylené
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v pevném lipidovém zdkladu. V téchto malych , kapsach se enkapsulovana aktivni
latka 1épe rozpousti, coz znamenda, ze mize byt pouzita ve veétSim mnoZzstvi.
Uvolnovani latky je také pomalejsi, protoze kapsy jsou obklopeny pevnym

lipidovym zékladem, ktery tento proces zpomaluje.
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Obrazek 2 Typy NLC castic (A — SLN, B — imperfektni NLC, C — amorfni NLC,
D —vicenasobny NLC), upraveno podle [16]
Jednou z dalSich vlastnosti, kterymi lze NLC c¢astic charakterizovat je jejich zeta potencial
(ZP), tedy velicina, ktera vyjadiuje velikost naboje na povrchu koloidni ¢astice. Tento naboj
vznika na rozhrani mezi pevnym povrchem ¢astice a jejim kapalnym dispersnim prostiedim

a urCuje, jak silné je castice ovlivnéna elektrostatickymi silami [18].

Zeta potencidl je vyznamny pro predikci stability koloidnich systémd, a tedy i castic NLC.
Hodnoty ZP vyssi nez +30 mV nebo nizs$i nez —30 mV jsou povazovany za dostatecné

pro stabilitu NLC. ZP mlze byt ovlivnén povahou lipidii a pouzitého tenzidu pii vyrobé [19].

2.2.2 Priprava NLC

Existuje nékolik rGznych postupii a metod pro ptipravu NLC, napf. mikroemulgace,
vytésnéni rozpoustédla nebo nejCastéji pouzivanad metoda vysokotlaké homogenizace
za horka. Této metodé se obvykle dava piednost pied metodami ostatnimi, jelikoz je
jednoduchd, prakticka a nevyzaduje pouziti Zadného organického rozpoustédla. Smés lipidi

s aktivni latkou se po zahtati a rozpusténi smichd s horkym vodnym roztokem surfaktantu.
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Vznikld mikroemulze se homogenizuje pod vysokym tlakem (HPH), ¢imz se docili
zmenSeni Castic v roztoku a vznikd tak horkd nanoemulze, kterd muze byt nasledné
sonikovana, aby bylo dosazeno malych c¢astic a jednotné distribuce jejich velikosti.
V laboratornich podminkach muaze byt zmenSeni velikosti ¢astic dosazeno rovnéz jinymi

homogeniza¢nimi technikami, napt pomoci dispergatoru Ultraturax [20].

Homogenizace za horka je proces, ktery se provadi pfi teplotach nad bodem tani pouzitych
lipidt. Tato metoda funguje na zéklad¢ pusobeni tlaku a smykové sily na lipidy, ¢imz je

zajisténo zmenseni nebo rozdéleni pevnych Castic na mensi jednotky.

Dalsi moznosti pripravy NLC je homogenizace za studena, kterd zahrnuje smichani aktivni
latky s lipidovou fazi pii teplot€¢ vyssi, nez je teplota tani pouzitych lipidl, které je
nasledované okamzitym chlazenim smési pomoci kapalného dusiku nebo suchého ledu,
coz umoznuje rychlou rekrystalizaci pevnych lipidovych ¢astic. Tyto ¢éstice jsou nésledné
rozemlety a emulgovany ve studené vodné fazi pomoci homogenizatoru, aby se vytvofily
nanostruktury o mensi velikosti. Tato metoda pfipravy ¢astic nabizi fadu vyhod, jako je
snadnd vyroba ve velkych objemech, absence organickych rozpoustédel a zlepSeni stability
kone¢ného produktu. Nicménég, poZadavky na vysoké tlaky a teplotu mohou predstavovat
technickou vyzvu. Dal$i potencialni problém spociva v neuplné homogenizaci, ktera mitize
vést k pfitomnosti mikro¢astic, misto dosazeni rovnomérné velikostni distribuce castic

s velikostmi v fadu nanometri [21].

2.2.3 Vyuziti

Diky vyhodnym vlastnostem, které NLC nabizeji, se stale vice pouzivaji pro dodavani 1éka
nebo jinych aktivnich latek do organismu. Velké vyuziti maji naptiklad pti dodéani
chemoterapeutickych 1¢kii, medikamenti pro oc¢ni infekce nebo 1€kii na bazi protein
a peptidii. Lze je pouzit riznymi zpiisoby a jsou vhodné pro parenterdlni, oralni, nosni
a plicni aplikace. NLC rovnéz snizuji vedlejsi ucinky enkapsulovanych 1é¢iv a zlepsuji jejich
farmakokinetiku a stabilitu. Dalsi vyhodou pro farmaceutické uziti NLC je schopnost
pronikat hematoencefalickou bariérou a tim dorucovat farmaka az do centralni nervoveé

soustavy [22].

Pti transdermalnim podani vytvéieji NLC tenkou hydrofobni vrstvu, kterd na kizi pisobi
okluzivn€, coz znamena, ze snizuje ztratu vody z pokozky a tim zvySuje jeji hydrataci. Tato
vrstva také zvétSuje mezery mezi koznimi buiikami, coz usnadiuje pronikani 1€ka/aktivnich

latek do k@ize. NLC mohou rovnéZz ovlivnit pfirozenou strukturu koznich bunck tim,
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ze interaguji s koznim mazem a lipidy, coz vede k uvolnéni zapouzdienych 1€kt a lepSimu
praniku do hlubsich vrstev pokozky, zejména do epidermis a dermis, v zavislosti na lipofilité

16k [23].
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3 ESENCIALNI OLEJE A JEJICH SLOZKY

Termin esencialni oleje oznacuje koncentrované extrakty z rostlin, které obsahuji aromatické
a bioaktivni slozky. Tyto oleje se ziskavaji riznymi metodami, jako je lisovani, destilace
parou nebo extrakce pomoci rozpoustédel. Esencialni oleje (EO) maji Siroké vyuziti a Ize
se s nimi setkat v kosmetice, farmacii, nebo v aromaterapii. Nékteré EO vykazuji bioaktivitu
a antimikrobidlni G¢inky, a tyto vlastnosti mohou byt vyuzivany pfi 1éCeni a hojeni ran

[24; 25].

Protoze se jedna o velmi koncentrované vytazky, mohou v uréitych koncentracich vyvolat
alergenni nebo iritaéni reakce. Miize tomu tak byt i u citlivéjSich osob (déti, t€hotné Zeny,

alergici) [26].

3.1 Obecna charakteristika

Esencialni oleje jsou hydrofobni latky slozené zriznych aktivnich slozek, jako jsou
napiiklad terpeny, terpenoidy, fenolické slou€eniny a dalsi. Slozeni esencialnich olejii zavisi
na druhu rostliny, ze kterych jsou ziskavany. Tyto oleje mohou byt obsazeny v plodech

rostlin, v kofenech, stoncich, listech nebo kiife.

Podle zastoupeni jednotlivych aktivnich latek v EO mlZeme pozorovat jejich rtzné
vlastnosti a U€inky. Mezi nejbézné&jsi patii protizanétlivé, antimikrobialni, analgetické,
antioxidantni, antiseptické a detoxika¢ni ti€inky, nékteré oleje plisobi relaxané a navozuji
tak mentalni pohodu jedince. Kvili vysoké koncentraci aktivnich slozek v EO, je s nimi
zapotiebi zachazet opatrné a pfi pfimém pouziti je zfedit nosnym olejem, napt. kokosovym

[27].

3.2 Antibakterialni a antimikrobni vlastnosti

Vzhledem k tomu, Ze bakalai'ské prace se zamétuje na antimikrobni aktivitu NLC s obsahem

esencidlnich olejl, bude tématu antimikrobni aktivity EO vénovana nésledujici ¢ast prace.

V soucasné dob& dochazi k stale rostoucimu vyskytu infekci zplsobenych rezistentnimi
bakteriemi. Rezistence bakterii vii¢i sou¢asnym dostupnym antibiotikiim se stala globalnim
problémem vefejného zdravi, coz vede k naléhavé potiebeé nalezeni alternativnich latek
s antibakteridlnimi vlastnostmi. Dochazi tak k obnoveni zajmu o vyvoj antibakterialnich
latek z ptirodnich zdrojt, pficemz aktivni latky obsazené v esencialnich olejich jsou v tomto

ohledu dobrymi adepty [28].
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Antibakteridlni aktivitu esencidlnich oleji ovliviiuje jejich slozeni, funkéni skupiny
pfitomné v aktivnich slozkach a jejich vzdjemné synergické interakce. Mechanismus jejich
antimikrobialniho tuc¢inku se 1iSi podle druhu esencidlniho oleje nebo kmene
mikroorganismu, na ktery olej piisobi. Je obecné znamo, ze grampozitivni bakterie jsou
k esencialnim olejim citlivéj$i nez bakterie gramnegativni. Mezi grampozitivni bakterie
patii takové, které jsou obklopeny jedinou peptidoglykanovou bunécnou sténou, napiiklad
bakterie rodt Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium. Gramnegativni bakterie
maji mnohem tenci peptidoglykanovou bunécénou sténu, ale obsahuji navic vn¢j$i membranu
obsahujici lipopolysacharidy. Zde zahrnujeme napft. bakterie roda Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter [29; 30; 31]. Nejznaméjsimi zastupci EO s antimikrobialni aktivitou jsou oleje
z tymidnu, citronové travy, skofice, levandule, ¢ajovniku, hiebicku bilé jedle, nebo tfeba
rozmarynu. U téchto oleji byly pozorovany rovnéZ antimikrobni u¢inky jejich t€kavych

slozek [32].

Kromé¢ antibakteridlnich vlastnosti maji n¢které oleje také antivirotické a antifungalni
vlastnosti, tedy inhibuji rist a mnoZeni plisni a vird. Studie uvadi [33], Ze rizné EO a jejich
slozky jsou u¢innymi antivirovymi a virocidnimi latkami, které inhibuji virové progeny
blokovanim raznych krokt infekéné-replika¢niho cyklu DNA a RNA virt v riznych liniich
hostitelskych bunék. Nékteré in vitro studie, které se zabyvaji hydrofilnimi dorucovacimi
systémy s enkapsulovanymi EO ukazuji, Ze enkapsulace ptedstavuje slibny zptisob,
jak zlepsit chemickou stabilitu EO a zvysit jejich biologickou dostupnost a antivirovou
ucinnost.

V dalsi ¢asti prace jsou blize charakterizovany oleje, které jsou pouzity v bakalatské praci.

3.3 Skofricovy olej

Tento olej se nejCastéji ziskava ze susené vnitini kiiry vyhonkl stromt druhu Cinnamomum
zeylanicum, ktery se hojné péstuje v Indii, Brazilii nebo na Jamajce. Aktivni latky tohoto
aktivnimi slozkami tohoto EO jsou cinnamaldehyd a eugenol. Cinnamaldehyd je aldehyd
dodavajici skoftici specifickou vini a chut’. Je hlavni slozkou kiry vyhonki a je jednou

z latek zodpoveédnych za antimikrobni u¢inky EO [34].

Eugenol je nejvice obsazen v listech stromu, kde se jeho koncentrace pohybuje od 70
do 95 %. Jedna se bioaktivni pfirodni fenolicky monoterpenoid, ktery je obsazen i v dalSich

EO (htebicek, pept, muskatovy ofisek) [35].
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Mezi dalsi aktivni latky, které jsou obsazeny ve skoficovém EO, patii kyselina skoticova,
kyselina kumarovd a cinnamylalkohol. Diky tomuto slozeni ma olej protizanétlivé,
antioxidac¢ni, antimikrobidlni, antidiabetické, antitumorové, antimutagenni u¢inky a piispiva

ke zlepSeni paméti [34].

3.4 Hrebickovy olej

Zdrojem hiebicku je aromaticka rostlina hiebickovec kotenny (Syzygium aromaticum), ktera
je Siroce péstovand v tropickych a subtropickych zemich. Je bohat4 na t€kavé slouceniny
a antioxidanty, jako jsou eugenol, B-karyofylen a a-humulen. Esencidlni olej z hiebicku
ziskal zna¢nou pozornost diky svému pouziti v parfumerii, kosmetice, zdravotnictvi,
mediciné a potravinafském primyslu. Esencidlni olej z hiebicku vykazuje biologickou
aktivitu relevantni pro lidské zdravi, véetn¢ antimikrobialni, antioxidacni a insekticidni

aktivity [36].

Hlavni slozka hiebickového oleje eugenol mé antimikrobialni, protirakovinné, antioxidacni,
protizanétlivé a analgetické ucinky. RUzné derivaty eugenolu se pouZzivaji v medicing jako
lokalni anestetika a antiseptika. Navzdory svym cetnym aplikacim vSak eugenol vykazuje
také vedlejsi ucinky, zejména pokud je uzivan v mnoZzstvi vysSim, nez je doporucend davka.

Muze zpusobit nevolnost, zavraté, kieCe a rychly srde¢ni tep [37].

3.5 Tea tree olej

Esencidlni olej z ¢ajovniku, také zndmy jako tea tree olej, je bohaty na monoterpeny
a ziskdva se parni destilaci australské rostliny Melaleuca alternifolia. Olej obsahuje
pfiblizné 100 sloZek, pficemz nejhojnéjsi slozkou je terpinen-4-ol, ktery tvoii obvykle kolem
40 % oleje. Esencialni olej z ¢ajovniku vykazuje Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu.
Hlavnim mechanismem antibakteridlniho ucinku tohoto EO je poskozeni bunécné

membrany bakterii nespecifickym zptisobem [38].

Kromé antimikrobidlnich uc¢inkdi se cajovnikovy olej vyuzivd pro svoje antioxidantni,
analgetické a protizanétlivé ti€inky, naptiklad pii zmirnéni akné a dalSich dermatologickych
onemocnénich, v zubnim Iékatstvi, pti 1€€b¢ infekEnich chorob. Analgetické a protisvédivé

vlastnosti nejsou vSak dostatecné zdokumentovany a otestovany [39].



26 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

3.6 Rozmarynovy olej

Rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.) je stalezeleny ket, ktery roste podél Sttedozemniho
mofe a v podhorskych oblastech Himalaji. V lidovém IéCitelstvi byl pouzivan jako
antispasmodikum, mirné analgetikum, k 1é¢bé bolesti hlavy, migrény, nespavosti, emoc¢niho
rozruSeni a deprese, k 1é€bé renalni koliky a respiratnim nemocem. EO z rozmarynu
vykazuje vyznamné antimikrobidlni, protizanétlivé, antioxidacni, anti-apoptotické,
protinadorové a neuroprotektivni vlastnosti. Dale vykazuje klinické ucinky, co se tyka

pozitivniho vlivu na naladu, uceni, pamét, bolest, uzkost a spanek, ¢ehoz se vyuziva

v aromaterapii. Nékteré studie poukazuji na stimula¢ni u¢inky pro rust vlasa [40].

Slozeni EO je spojené s regiondlnosti, sezonnosti, environmentdlnimi podminkami,
agronomickymi podminkami a odridami samotného rozmarynu. Obecné mezi aktivni
slozky rozmarynu patii triterpeny, fenolické diterpeny a fenolické kyseliny. Konkrétné
1,8- cineol, a-pinen, kafr, kamfen a B-pinen. Diky témto latkam vykazuje rozmarynovy EO
antifungalni a antimikrobidlni G¢inky u gram negativnich i gram pozitivnich bakterii

[41; 42].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

NLC jsou jednim ze slibnych nosict v oblasti farmaceutickych a kosmetickych technologii,
zejména diky své schopnosti efektivné enkapsulovat a transportovat biologicky aktivni
latky, véetné¢ EO. Vyuziti EO v oblastech, jako jsou aromaterapie, kosmetika ¢i farmacie,
je vsak casto omezeno jejich tékavym charakterem, snadnou degradaci a Spatnou
rozpustnosti ve vodnych médiich. Enkapsulace EO do lipidovych ¢astic tak nabizi feSeni
téchto nedostatkli, ¢imz zlepsuje jejich stabilitu, biodostupnost a kontrolované uvoliovani

[43].

V této Casti bakalaiské prace jsou zminény nékteré studie a vyzkumy, které pojednévaji
ovyvoji vdané oblasti a zabyvaji se enkapsulaci esencidlnich oleji do NLC, jejich

vlastnostmi a pouzitim.

V roce 2019 byla trojici Khezria, Reza Farahpour a Mounesi Rad provedena studie hodnotici
vliv topicky podaného rozmarynového esencialniho oleje (REO) enkapsulovaného v NLC
na antibakterialni aktivitu a hojeni infikovanych ran na zvifecim modelu. REO-NLCs
prokézaly antibakterialni uc¢innost proti nékolika patogenlim a sniZily bakteridlni kolonizaci
a velikost rany. Kromé toho zlepsily vaskularizaci, infiltraci fibroblasti a podporovaly re-
epitelidlni obnovu a produkci kolagenu. Vysledky ukézaly, ze REO-NLCs urychluji hojeni
infikovanych ran, coZ potvrzuje jejich potencialni klinické vyuziti pti 1é¢bé infikovanych ran

[44].

Cilem studie z roku 2019 publikované de Meneses a kol. bylo vyrobit NLC pomoci metody
homogenizace za horka kombinované s ultrazvukovou emulgaci a zhodnotit uc¢inek volného
a enkapsulovaného esencialniho oleje z hiebi¢ku na modulaci cholinesterazovych enzymu
in vitro za pouZziti tkdn€¢ Drosophila melanogaster. NLC, slozené z ptirodniho vosku
(karnaubsky nebo vceli) a crodamolu, mély primér ¢astic mezi 121 a 367 nm a vykazovaly
dobrou koloidni stabilitu. /n vitro testy prokazaly, ze volny esencidlni olej z hiebicku
inhiboval butyryl- a acetylcholinesterdzové enzymy pii koncentraci nad 10 mM, s hodnotami
ICs0 4,3 mM pro prvni a 3,5 mM pro druhy z enzymt. NLC disperze s esencidlnim olejem z
hiebicku vykazovaly nizs$i hodnoty ICso, coz naznacCuje zvySeni rozpustnosti oleje a jeho
konzervaci v NLC. Vysledky ukazuji, Ze NLC disperze maji dobry potencial pro pouZiti

v potravinaiskych a kosmetickych vodnych formulacich s biologickou aktivitou [45].

Vyzkum provadény v roce 2020 Bashiri a kol. se zaméfil na NLC vhodné pro vyuziti

pii vyvoji novych funkénich potravin. NLC s esencidlnim olejem ze skotice (CEO) byly
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pfipraveny s riznymi jedlymi oleji (kukufi¢ny, sezamovy, mandlovy), kakaovym maslem
a surfaktantem (Tween 80). Primeérnd velikost c¢astic byla 100-120 nm a ucinnost
enkapsulace ptesdhla 82 9%. Stabilita NLC byla hodnocena pfi riznych pH (mléko 6.,8;
ovocné Stavy 3,8) a po pasterizaci, pficemz vlastnosti se mirn¢ ménily. NLC na bazi

mandlového oleje vykézaly nejlepsi ochranu a stabilitu CEO v potravinovych napojich [46].

V roce 2022 provedli Fitriani a kol. studii, kterd pojednavala o antifungalnich vlastnostech
tea tree oleje (TTO) enkapsulovaného v NLC. Cilem bylo vytvofeni stabilni formulace TTO
obsazené¢ho v NLC jako topického antifungélniho ptipravku. NLC byly pfipraveny metodou
vysokorychlostni homogenizace s pevnymi a tekutymi lipidy, surfaktanty a destilovanou
vodou. Byly charakterizovany pomoci velikosti ¢astic, polydisperzity, zeta potencialu, pH
a viskozity. Testy zahrnovaly rovnéz sledovani koloidni stability pifi pokojové teploté
(2742 °C) po dobu jednoho mésice a in vitro antifungalni aktivity. NLC sloZené z kyseliny
stearové, glyceryl monostearatu, cetylalkoholu, Miglyolu 812 a olivového oleje tvotily malé
castice s uzkou polydisperzitou. Pripravené NLC s TTO prokazaly antifungéalni ucinnost
srovnatelnou s krémem ketokonazolem. Ve studii tak byly sp&$né vyvinuty stabilni NLC

s enkapsulovanym TTO s vysokym antifungalnim potencidlem [47].
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5 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti BP bylo vypracovat literarni resersi o lipidovych nosi¢ich, konkrétné
o pevnych lipidovych nanocésticich (SLN) a nanostrukturovanych lipidovych nosi¢ich
(NLC). Pozornost byla dale soustfedéna na esencialni oleje (EO) s antimikrobidlnimi
vlastnosti, ptedevsim skoficovy, hiebickovy, tea tree a rozmarynovy olej a jejich enkapsulaci

do vyse uvedenych nosici.

V praktické ¢asti bylo cilem prace pfipravit NLC s vybranymi enkapsulovanymi oleji,
stanovit fyzikaln¢ chemické vlastnosti samotnych EO a NLC ¢astic s dirazem na vztah mezi
sloZzenim a vlastnostmi ur¢enych formulaci. Dale byly testovany antimikrobni vlastnosti

ptipravenych NLC s enkapsulovanymi EO.
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I1.

PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE MATERIALY

V této kapitole jsou uvedeny pouzité piistroje, chemikélie a pomiicky, se kterymi jsem

pracovala.

6.1 Pristroje a pracovni pomucky
e Analytické vahy
e Homogenizacni zatizeni T 25 digital Ultra Turrax (IKA, Némecko)
e Sonikacni zatizeni (Hielscher UP400St, Némecko)
e Analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern, Spojené kralovstvi)
e Vortex mixer (Labnet,

e Piistroj pro stanoveni hustoty mikrobialni suspenze Densi-La-Meter (Erba Lachema

S.1.0.)
e Pristroj pro pocitani kolonii Schutt count plus (Schuett-biotec GmbH)
e Sterilni mikrobiologické disky (Himedia, Némecko)
e Spektrofotometr 6600 UV VIS (Photo-lab)

e Plynovy chromatograf: DANI Master GC Fast Gas Chromatograph vybaveny FID

detektorem
e Mikrostiikacka Hamilton 10 pL

e Kolona: Zebron ZB-5MS, GC, 30m x 0,25mm x 0,5um (nepolarni)

6.2 Chemikalie

e Glyceryl Behenate, Compritol 888 CG ATO (Nature-store, Ceska republika) &islo
Sarze: 45023

e Kyselina olejova 90 % (Sigma Aldrich, USA)
e Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat — Tween 80
e EO — Rosmarinus Officinalis, Rozmaryn (Nobilis Tilia s.r.0., Ceské republika)

e EO —Malaleuca Alternifolia, Tea tree, ptivod Australie (Mi¢a a Harasta s.r.o., Ceska

republika)
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EO — Eugenia Caryophyllus, Hfebicek, ptivod Indonésie (Mica a Harasta s.r.o.,
Ceska republika)

EO — Cinnamomum Cassia, skofice, pivod Cina (Mica a Harasta s.r.o., Ceska

republika)

Mueller-hinton agar (Himedia, Némecko)

Ethanol 96 % (Penta, Ceska republika)

Methanol koncentrovany p.a. (P-LAB Brno s.r.0., Ceské republika)
Propan-2-ol p.a. (P-LAB Brno s.r.o., Ceska republika)
Fyziologicky roztok- 0,9% roztok chloridu sodného (NaCl) ve vodé

Demineralizovana voda
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7 METODIKA

V této casti bakalaiské prace jsou popsany praktické postupy, piiprava a charakterizace

NLC, stanoveni stability a testovani mikrobiologickych vlastnosti NLC s esencialnimi oleji.

7.1 Charakterizace esencialnich oleji

Pro ptipravu NLC byly pouzity 4 druhy esencialnich oleju, které vykazuji antimikrobialni
aktivitu. Prvotni charakterizace byla provadéna pomoci UV-VIS spektroskopie a podrobné
slozeni jednotlivych olejui bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie. V praktické ¢asti

BP byly pouZity EO z rozmarynu, ploda hiebicku, tea tree a kiiry skofice.

Obrazek 3 Pouzité esencialni oleje (zdroj: viastni)

7.1.1 Spektrofotometrické stanoveni EO

UV-VIS spektrofotometrie je rychld a efektivni technika pro ziskani zdkladnich informaci
0 absorpénim spektru esencialnich olejti, které obsahuji rtizné aromatické sloucCeniny,
terpeny, flavonoidy a dalsi latky, jezZ maji charakteristické absorpéni maximum v UV oblasti

(200 az 400 nm).

Navazky EO byly nafedény na koncentraci ~0,2 mg/ml do odmérnych ban€k potiebnym
mnozstvim methanolu, takto pfipravenymi roztoky byla naplnéna kiemenna kyveta
avlozena do spektrofotometru. M¢tfeni spekter bylo provadéno pii vinovych délkach
v rozsahu 200 az 400 nm a bylo zji$téno absorpéni maximum kazdého z esencidlnich olej

pouzitych pro vyrobu NLC suspenzi.
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Tabulka 1 Navazky esencialnich olejii pro UV-VIS spektrofotometrii

Esencialni olej Rozmaryn Hiebicek Tea tree Skoftice

Navazka [g] 0,2080 0,1860 0,2369 0,1965

(zdroj: vlastni)

7.1.2 Slozeni EO - plynova chromatografie

Plynova chromatografie je jednou z analytickych metod, které umoznuji detailni rozdéleni
a identifikaci jednotlivych slozek v esencidlnich olejich. Metoda je zalozena na rozdilné
afinité tékavych slozek k mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je nosny, inertni plyn
nejcastéji dusik, vodik nebo helium. Stacionarni fazi je mikroskopicka vrstva kapaliny nebo
polymeru na inertnim pevném podkladu uvniti kolony, kterou prochazeji rlznymi
rychlostmi slozky vzorku, v zavislosti na jejich chemickych a fyzikdlnich vlastnostech.
Cas, ve kterém jednotlivé slozky vzorku opusti stacionarni fazi, se nazyva retenéni &as a je

ukazatelem ptitomnosti konkrétni slozky ve vzorku [48].

Pro analyzu EO byly pfipraveny roztoky 1 pl oleje v 1500 pul rozpoustédla (propan-2-ol).
Pro snadnou manipulaci byly vzorky po celou dobu stanoveni uchovavany ve vialkach
opatfenych vickem se septem vhodnym k prichodu jehly Hamiltonovy mikrostiikacky.
Z ptipravenych vzorkli byl Hammiltonovou stiikackou odebran 1 pl a nastfiknut do
plynového chromatografu. Analyza EO byla provadéna na pfistroji DANI Master GC,
opatfeném FID detektorem, jako nosny plyn byl pouzit dusik s priitokem 25 ml/min
a kolonou Zebron ZB-5MS, GC, 30 m x 0,25 mm x 0,5 pum (nepolarni). Injektor byl vyhtat
na 200 °C a pro analyzu byl zvolen nasledujici teplotni gradient: pocatek pti 50 °C, ohiev
na 120 °C rychlosti 6 °C/min, dale ohtev do 230 °C rychlosti 15 °C/min, konec za 15 min
pti 230 °C. Déli¢ toku rozdélil nosny plyn v poméru 1:25, coz zajistilo vysokou citlivost
metody. Celkovy €as analyzy €inil ~34 minut. Vysledkem analyzy byl chromatogram,
ze kterého byly odecteny retencni Casy jednotlivych slozek EO pouzité k identifikaci jejich

slozek. V kazdém z EO bylo rovnéz stanoveno procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZek.
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Obrazek 4 Plynovy chromatograf DANI Master GC (zdroj: viastni)

Obrazek 5 Hamiltonova mikrostrikacka pouzZita pro nastrik vzorkit EO (zdroj: viastni)

7.2 Priprava NLC

Pro praktickou ¢ast bakalaiské prace bylo ptipraveno celkem pét vzorkt suspenzi NLC
s riznymi esencialnimi oleji (skoficovy, hiebickovy, tea tree, rozmarynovy a kombinace
skoficového s rozmarynovym olejem). Skoficovy olej a kombinace skoficového oleje
s rozmarynem byly pouZity rovnéZz ve vyssi koncentraci (Tabulka 2). Jeden vzorek NLC byl
pripraven bez aktivni latky a byl déle pouzit pii mikrobiologickych testech, jako kontrolni
vzorek. VSechny NLC byly pfipravovany metodou homogenizace za horka s naslednou

sonikaci, kterd slouzi pro zmenSeni velikosti a zGzeni distribuce velikosti ¢astic suspenze.
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Nejprve byly na analytickych vahach navazeny potifebné ingredience k vyrobé NLC. Zvlast’
byly zvazeny slozky olejové faze: glyceryl behenat (140 mg), kyselina olejova (60 mg),
esencidlni olej (2-3 kapky), a zvlast slozky vodné faze: Tween 80 (150 mg)
a demineratizovana voda (15 ml).
Tabulka 2 Slozeni formulaci NLC. Zkratka NLC-RO odpovidd NLC s rozmarynovym EQ,
NLC-HR s hrebickovym EO, NLC-TT s tea tree olejem, NLC-SK se skoricovym EO, NLC-

SK 2 odpovida NLC se skoricovym EQO ve vyssi koncentraci, NLC-SK+RO odpovida NLC
s vys$si koncentraci skoricového a rozmarynovéeho EO

Glyceryl behenat | Kyselina olejova | Esencialni olej Tween 80
Vzorek

[mg] [mg] [mg] [mg]

NLC-RO 142,5 63,0 48,7 149,4
NLC-HR 141,5 64,0 56,7 153,3
NLC-TT 140,5 66,7 60,2 149,7
NLC-SK 140,1 64,8 90,7 151,9
NLC-slepy 140,4 67,0 - 154,0
NLC-SK 2 139,4 62,6 160,3 150,1
NLC-SK + RO 143,5 72,3 70,4+72,9 149,6

(zdroj: vlastni)

Olejova faze byla navaZena do 50 ml uzké sklenéné kadinky a byla umisténa do vodni ldzné
vytemperované na 70 °C. Vodny 1% roztok Tweenu 80 byl za stdlého michéni zahtat
na teplotu o néco vyssi nez 70 °C a poté pfilit k olejové fazi. Do kadinky s obéma fazemi
bylo umisténo homogeniza¢ni zatizeni Turax a smés byla ve vodni 1azni homogenizovana
pfi 13 400 rpm po dobu 5 minut. Vznikld emulze byla pfelita do plastové uzaviratelné
nadoby a sonikovana ve studené vodni lazni 10 minut, pfi cyklovani 80 % s amplitudou
90 %. Ve vodni lazni byla nasledné vyménéna voda za ledovou, do emulze bylo pfidano
15 ml vychlazené demineralizované vody (5 °C) a disperze byla sonikovéna jesté 1 minutu
pfi stejném cyklovani a amplitud€. Vznikla disperze o celkovém objemu 30 ml byla

v plastové nddob¢€ uzaviena vickem a skladovana pii pokojové teplote.
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Obrdazek 6 Proces vyroby NLC, upraveno podle [49]

7.3 Charakterizace NLC

Po ptipravé NLC byla u vSech Sesti vzorkli zmétena velikost ¢astic a jejich zeta potencial.
Me¢éteni bylo provadéno na piistroji Zetasizer Nano ZS 90. Pro méteni velikosti ¢astic bylo
do klasické kyvety napipetovano 10 pl vzorku NLC suspenze a 1 ml demineralizované vody.
Kyveta byla zavedena do pristroje, ktery velikost proméfil celkem tfikrat u kazdého vzorku.
V softwaru byly nastaveny nasledujici parametry: material vzorku — glyceryl behenat,
hodnota indexu lomu RI = 1,47, teplota 25 °C. Velikost ¢astic NLC byla vyjadfena jako

intenzitn€ vazeny z-prumeér velikosti NLC (z-primér) v nanometrech.

Zeta potencial ¢astic byl zméfen na stejném piistroji, jen s nastavenim potiebnym pro meteni
této veli¢iny. Do kadinky byl pfipraven roztok 20 pl suspenze NLC s 4 ml demineralizované
vody, kterym byla (pomoci laboratorni stfikacky) naplnéna specidlni kyveta DTSI 060

pro méfeni zeta potencialu. Pfistroj provedl opét tii méfeni u kazdého vzorku.
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Obrazek 7 Kyveta pro mérent zeta potencialu (zdroj: vlastni)

7.4 Stabilita NLC

Pro sledovani stability NLC ¢astic v ¢ase byla zmétena velikost NLC a zeta potencial vzorkl
(NLC — RO, HR, TT a SK) celkem pétkrat v prabchu tfi mésicii. Zptisob méteni velikosti
a zeta potencialu je popsan v kapitole 7.3. Ze ziskanych hodnot byly sestrojeny grafy, které
poukazuji na zmény ve velikosti ¢astic nebo zeta potencialu disperzi béhem skladovani pti

laboratorni teploté. Vzorky byly rovné€z hodnoceny vizualné.

7.5 Mikrobiologické testy

Pro testovani antimikrobnich vlastnosti NLC s enkapsulovanymi EO byly provedeny
mikrobiologické testy, pii kterych byla pozorovana schopnost NLC branit ristu bakterii.
Pro test byly pouzity bakterie, které piedstavuji zastupce gram pozitivnich a gram

negativnich patogent.
Pouzité bakterie:
e FEscherichia coli CCM 3954

e Staphylococcus aureus CCM 3953

7.5.1 Diskova difuzni metoda

Tato metoda vyuzivé tuhych médii, naoc¢kovanych citlivym mikroorganismem. Na agarové

plotny jsou umistény disky filtraéniho papirii, nasyceny testovanou latkou. Tato latka se Siti
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médiem a zpisobuje vznik inhibi¢nich zo6n, velikost téchto zon zavisi na koncentraci
testované latky. Reakce mikroorganismu se projevi vznikem kruhové zony, jejiz prameér

odpovida inhibi¢nim vlastnostem testované latky [50].

Pro testovani NLC-EO byl pouzit Mueller-Hintontiv agar s gramnegativnimi (Escherichia
coli) a grampozitivnimi (Staphylococcus aureus) rody bakterie. Nejdiive byly pfipraveny
suspenze obou bakterii ve fyziologickém roztoku o koncentraci 0,5 MF (0,5 McFarlandiv
standard (MF) odpovida piiblizn¢ koncentraci 1,5 x 10® bakterii na mililitr). Koncentrace
roztoku byla zméfena na pfistroji Densi-La-Meter. Z takto koncentrovanych roztoki bakterii
bylo odebrano 100 pl a rovhomérné rozprostieno po celé misce s agarem. Na naockované
pudy bylo umisténo vzdy 5 sterilnich diskii, pomoci automatické pipety byly disky
napustény 12 pl NLC-EO, slepym vzorkem NLC (bez enkapsulovanych EO), nebo €istymi
EO a vodou (kontrola). Celkové bylo pfipraveno 12 misek: 3 misky Escherichia coli s NLC
vzorky, 3 misky Escherichia coli s EO, 3 misky Staphylococcus aureus s NLC vzorky,
3 misky Staphylococcus aureus s EO. Vysledky byly odeéteny po 24 hodinéach kultivace
pti 37 °C.

NLC NLC EO EO
rozmaryn hfebicek rozmaryn hrebic¢ek
@) @) @) @)

NLC
slepy voda
@) @)
@) @) @) @)
NLC NLC EO EO
skofice teatree skofice teatree

Obrazek 8 Rozmisténi diskii se vzorky na kultivacni misce (zdroj: viastni)

7.5.2 Jamkova difuzni metoda
Metoda je zalozena na podobném principu jako diskovy difizni test, jedna se o difuzi aktivni
latky do média a zabranéni ristu mikroorganismti. Vyhodu metody je, Ze umoziuje

davkovani vétsiho objemu aktivni slozky. Jamky vytvofené v agaru mohou pojmout
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az n¢kolik desitek pl suspenze. Tato metoda je vSak vhodnd jen pro testovani

antibakterialnich vlastnosti kapalnych latek.

Antibakterialni u¢innost NLC-EO byla testovana rovnéZz pomoci jamkové difizni metody.
Test byl provadén opét s bakteriemi rodu Escherichia coli a Staphylococcus aureus,
ze kterych byla ptipravena suspenze ve fyziologickém roztoku o koncentraci 0,5 MF. 1 ml
bakterialni suspenze byl smichan s potfebnym mnozstvim kapalného Mueller-Hintonova
agaru tak, aby vyska agaru v kultivaéni misce byla cca 0,5 cm. Obsah kultivacni misky
se nechal ztuhnout a poté v ném byly pomoci duté plastové trubi¢ky vytvoreny malé jamky,
do kterych bylo nasledné napipetovano 50 ul NLC suspenze. V jamkovém testu byly pouzity
vzorky NLC-RO, NLC-HR, NLC-TT, NLC-SK, NLC-SK 2, NLC-SK+HR, NLC-slepy.
Takto pfipravené misky byly vloZeny do termostatu, kde pii 37 °C probihala kultivace
po dobu 24 hodin.

Obrazek 9 Kultivacni misky s bakterialni suspenzi pred nalitim Mueller-Hintonova agaru
(zdroj: vlastni)
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Obrazek 10 Rozmisténi NLC na kultivacni misce (zdroj: vlastni)

Obrazek 11 Kultivacni misky s jamkami obsahujicimi NLC suspenze (zdroj: vlastni)
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

V této kapitole jsou shrnuty vysledky praktické ¢asti bakalairské prace a je piestavena jejich

diskuse.
8.1 Charakterizace EO

8.1.1 Spektrofotometrické stanoveni EO

Ptfi méfeni roztoki EO na spektrofotometru v UV oblasti zafeni (200-400 nm) byly
ze ziskanych hodnot sestrojeny grafy zavislosti absorbance na vinovych délkach. U kazdého
EO byla ode¢tena maximalni absorbance (Amax), tedy vinova délka, pti které bylo zateni

pohlcovéno nejvice.

U rozmarynového EO byla nejvys$si absorbance zmétena pti 210 nm, (obrazek 12). Tato
hodnota naznacuje pritomnost jednoduchych nenasycenych sloucenin. Mezi typické
slouceniny obsazené v rozmarynovém oleji, které mohou takto absorbovat, patii naptiklad
monoterpeny jako a-pinen, B-pinen nebo limonen, jez obsahuji konjugované dvojné vazby.
Vyslednd hodnota Amax tedy dobie odpovida ocekdvanému sloZeni esencidlniho oleje
a potvrzuje pfitomnost téchto chromofori. Dale se ve spektru objevuje nizsi,
ale nezanedbatelna absorpce mezi 240 a 300 nm, coz muze byt dikazem ptitomnosti slabé

konjugovanych aromatickych slou¢enin a urcitych terpenoidi jako kafr nebo 1,8-cineol [51].
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Obrazek 12 Absorpcni spektrum rozmarynoveho EQO (zdroj: viastni)

U tea tree oleje byla naméfena maximalni absorbance pii A = 208 nm (Obrazek 13),

coz spada do oblasti hlubokého UV stejné€ jako u rozmarynového oleje, oba tyto EO obsahuji
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monoterpeny a jejich derivaty, proto maji velmi podobnou Amax. Dale se ve spektru nachazi
Siroké maximum v rozmezi A od 240 do 300 nm, které svéd¢i o ptitomnosti fenolickych
sloucenin. Absorbance pii 265 nm se pouzivd ve spektrofotometrickych metodach
ke kvantifikaci koncentraci tea tree oleje v riznych formulacich [52]. Tea tree olej obsahuje
pfevazné monoterpeny, jako je terpinen-4-ol, y-terpinen nebo a-terpinen, které maji
v molekule dvojné vazby schopné absorbovat v této oblasti vinovych délek. Nad -300 nm
nebyly pozorovany zadné piky, coz je v souladu s absenci konjugace v hlavnich

terpenoidnich slozkach EO [53].
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Obrdazek 13 Absorpcni spektrum tea tree EO (zdroj: viastni)

Na Obrazku 14 mizeme pozorovat, ze nejvyssi absorbance u hiebickového EO byla zméiena
pii A = 281 nm. Tato absorp¢ni oblast je charakteristickd pro aromatické slou€eniny, a je
typicka pro elektronové prechody typu m — =n*, které probihaji v konjugovanych
aromatickych systémech. Hlavni aromatickou slouceninou v tomto oleji je eugenol,

namétena hodnota tak dobfe reflektuje pfitomnost této dominantni slozky v oleji [54].
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Obrazek 14 Absorpcni spektrum hiebickového EO (zdroj: viastni)

Skoticovy EO absorboval nejvice UV zafeni pfi A = 286 nm (Obréazek 15), coz je blizka
hodnota Amax u hiebickového EO. Muzeme tedy usoudit, Ze skoficovy olej bude také
obsahovat aromatické slouceniny. Hlavni G¢innou slozkou tohoto oleje je cinnamaldehyd,
coz je aromaticky aldehyd s konjugovanou dvojnou vazbou. Jeho struktura umoZiluje
vyraznou absorpci v UV oblasti blizko 280-300 nm. Namétend hodnota Amax tak odpovida

ocekdvané pritomnosti cinnamaldehydu a potvrzuje dominantni charakter této latky

ve slozeni oleje [55].
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Obrazek 15 Absorpcni spektrum skoricového EO (zdroj: viastni)
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Prométenim EO v UV oblasti byly piredbézné urceny hlavni slozky, které absorbuji zareni

ve studovanych vinovych délkach. Pro podrobnégjsi identifikaci byla provedena analyza

pomoci plynové chromatografie jejiz vysledky jsou sepsany v nasledujici kapitole.

8.1.2 SloZeni EO metodou plynové chromatografie

Pouzit¢ EO byly analyzovany pomoci plynové chromatografie. Vystupem analyzy byly
chromatogramy, ze kterych byly odecteny retencni Casy jednotlivych slozek analyzovanych
EO a porovnany s tabulkovymi hodnotami reten¢nich casii standardd znamych, béZné
se vyskytujicich latek v EO. Jednotlivé piky, jejich plocha (vySka) poukazuji na mnoZstvi
dané latky ve vzorku EO a lze tedy urcit jeji procentudlni zastoupeni, které je uvedeno
v Tabulkéach 3—6. Slozeni EO bylo porovnano s bézné se vyskytujicim obsahem aktivnich

latek uvedenych v literatufe [56; 57].

Rozmarynovy EO od firmy Nobilis Tilia obsahoval nejvice 1,8-cineolu, hojné zastoupeny
byly také a- a B-pinen nebo kafr (Obrazek 16). Tyto latky jsou hlavnimi aktivnimi slozkami
bézné se vyskytujici v rozmarynovém EO a dodavaji mu specifické ucinky a vlastnosti. Dalsi

latky obsazeny v tomto oleji jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Obrazek 16 Slozeni rozmarynového EO ziskané plynovou chromatografii (zdroj: vlastni)

Tabulka 3 Zastoupeni jednotlivych latek obsazenych v rozmarynovém EQ, identifikovanych
pomoci dostupnych standardii

Pik ¢.
Retenéni ¢as [min] Zastoupeni [%] Slozka

2 8,8 6,9 a-Pinen

3 9,2 3,3 Kampfen

4 9,7 0,2 Sabinen

5 9,9 4,4 B-Pinen

6 10,0 0,4 -

7 11,0 2,3 p-Cymen

8 11,1 1,9 Limonen

9 11,3 52,0 1,8-Cineol
11 12,6 0,9 Linalool
13 13,8 13,3 Kafr

16 14,2 3,7 Borneol
17 14,3 0,7 Terpinen-4-ol
18 14,5 1,7 a-Terpineol
20 15,7 1,4 Bornyl-acetat

(zdroj: viastni)
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V tea tree oleji od firmy Salus byla, vedle neuréenych slozek, zjiSténa piitomnost bézné
se vyskytujiciho terpinen-4-olu, y-terpinenu, o-terpinenu. Dale olej obsahoval a-pinen,
cineol a p-cymen. Tyto latky jsou dilezité pro antimikrobidlni a antiseptické ucinky oleje.

Dalsi minoritni slozky tee tree oleje jsou uvedeny v Tabulce 4 i s jejich procentualnim

’
zastoupenim.
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Obrdazek 17 Slozeni tea tree EO ziskané plynovou chromatografii (zdroj: viastni)
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Tabulka 4 Zastoupeni jednotlivych latek obsazenych v tea tree EO identifikovanych pomoct

dostupnych standardit

e Retencni ¢as [min] Zas‘F;j]p ent Slozka
1 8,5 1,1 -
2 8,8 3,4 a-Pinen
3 9,7 0,3 Sabinen
4 9,9 0,8 B-Pinen
5 10,0 0,8 -
6 10,6 0,4 a-Falandren
7 10,8 8,5 a-Terpinen
8 11,0 5,7 p-Cymen
9 11,1 1,0 Limonen
10 11,3 4,1 1,8-Cineol
11 11,8 20,5 y-Terpinen
12 12,5 3,0 Terpinolen
13 13,3 0,2 -
14 13,6 0,1 -
15 14,3 41,5 Terpinen-4-ol
16 14,5 2,6 Estragol

DalSim analyzovanym EO byl hiebickovy olej (Salus), ktery obsahoval nejvice eugenolu, -
karyofylenu, a-humulenu a eugenol-acetatu. Vzhledem k tomu, Ze k detekci analyt byl
pouzit FID detektor, nebyly dalsi pfitomné latky identifikovany, jelikoZ jejich reten¢ni Casy
neodpovidaly zadnému casu dostupnych standardi. MnoZstvi téchto latek je vSak
zanedbatelné, coZz je patrné i z Obrazku 18. Podle literarnich zdroji [58] by mnoZstvi
eugenolu melo ¢init 70-90 %, karyofylenu ~10 % a eugenol-acetatu do 10 %. Obsahy

jednotlivych slozek hiebickového oleje, uvedené v Tabulce 5, jsou v souladu s bézné

(zdroj: vlastni)

ocekavanymi procentualnimi podily pro tento typ oleje.
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Obrazek 18 Slozeni hiebickového EO ziskané plynovou chromatografii (zdroj: viastni)

Tabulka 5 Zastoupeni jednotlivych latek obsazenych v hiebickovém EO

Pik ¢ Retenéni ¢as [min] Zastoupeni [%] Slozka
1 16,5 87,8 Eugenol
2 17,3 8,2 B-Karyofylen
3 17,7 2.1 o-Humulen
4 18,2 0,2 Eugenol-acetat

(zdroj: vlastni)

Na Obrazku 19 muizeme pozorovat, ze skoficovy olej (firma Salus) obsahoval velké
mnozstvi cinnamaldehydu. Jednd se o latku zndmou svymi antibakterialnimi
a antiseptickymi €inky, jejiz mnozstvi vétSinou piesahuje 60 %, coz potvrzuje i naSe
analyza tohoto EO [59]. Dal$imi pfitomnymi, hojné zastoupenymi aktivnimi slozkami byl
cinnamyl-acetat, eugenol a linalool-acetat, jejich mnozstvi je také v souladu s béznym

procentualnim zastoupenim ve skoticovych EO (Tabulka 6).
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Obrazek 19 Slozeni skoricoveho EO ziskané plynovou chromatografii (zdroj: viastni)

Tabulka 6 Zastoupeni jednotlivych latek obsazenych ve skoricovém EO

Pik ¢. Retencni Cas [min] ZaSt[‘;/t‘]pem Slozka

5 15,1 0,5 Linalool-acetat

6 15,6 82,2 Cinnamaldehyd

7 16,5 0,1 Eugenol

8 16,6 0,2 -

9 16,8 0,3 -

10 17,4 3,0 (E)-Cinnamyl-acetat
11 17,5 2,5 Kumarin
12 18,0 0,2 Eugenol-acetat
14 18,2 8,8 -

(zdroj: viastni)

SloZeni esenciédlnich oleji je zavislé na druhu rostliny, dobé sklizn€¢ a enviromentalnich
podminkach, proto se oleje od riznych vyrobcti mohou dosti lisit, av§ak musi spliiovat urcité
doporuceni a normy, jelikoz se jedna o velmi koncentrované latky. EO pouzité v bakalaiské
praci maji pomérné standardni zastoupeni jednotlivych slozek, tedy obsahuji béznd mnozstvi

obvykle vyskytujicich se latek.
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8.2 Charakterizace NLC

8.2.1 Velikost a distribuce ¢astic

Ihned po ptipravé NLC suspenzi byla zmétena velikost jejich Castic a zeta potencial (ZP).
Tyto veli¢iny dobfe charakterizuji jednotlivé suspenze a méfeni v urcitych casovych

intervalech napomahaji urcit jejich stabilitu.

Velikost castic NLC by se m¢la, dle literatury, pohybovat v rozmezi od 10 do 1000 nm,
v zavislosti na jejich sloZeni a zpusobu ptipravy [16]. Obrazek 20 ilustruje, Ze velikost nami
pripravenych NLC s EO se pohybovala od 125 do 190 nm, coz je v souladu s velikostmi,
které uvadi literatura. Nejvetsi velikost Castic byla stanovena u vzorku NLC-SK 2, ktery
obsahoval 160 mg skoficového EO, tedy téméf dvojnasobné mnozstvi EO v porovnani
se zakladni formulaci. Prave tato skute¢nost mohla vést k vyssi velikosti Castic, ktera Cinila
181,5 = 0,9 nm. Pro NLC s hiebickovym olejem byly pak stanoveny velikosti ¢astic
168 = 2 nm. Formulace NLC s kombinaci skoficového a rozmarynového EO obsahovaly
¢astice o podobné velikosti (155 £ 5 nm) jako NLC se samotnym rozmarynovym EO
(155,6 £ 0,5 nm). U vzorku NLC-SK byla namétena velikost 147,6 + 0,8 nm a nejmensi
castice s velikosti 133 = 2 nm obsahovala suspenze NLC-TT. Nejmensi velikost castic byla
v disperzich indikovéana také vizualn€. Disperze NLC-TT byla transparentnéjsi nez ostatni

pfipravené vzorky, o cemz svéd¢i rozdily pozorované na Obrazku 21.
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Obrazek 20 Velikost castic NLC-EO stanovend ihned po pripravé (zdroj: vlastni)
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Obrdazek 21 Vzhled suspenze NLC-EQO (zdroj: viastni)

Size Distribution by Intensity
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Obrazek 22 Distribuce velikosti castic studovanych vzorkii. NLC-RO (cervend), NLC-TT
(modra), NLC-HR (zelena), NLC-SK (cerna) (zdroj: viastni)

Na Obrazku 22 jsou znazornény distribu¢ni kiivky velikosti castic po vyrobé NLC suspenzi
se zakladni recepturou. Siroké distribuce mohou indikovat nestabilni suspenze inklinujici
k agregaci nebo usazovani, a proto se sonikaci snazime dosdhnout zizeni distribuce velikosti
castic. Na obrazku lze pozorovat, ze velikosti Castic lezi pirevazné v intervalu cca od 30
do 600 nm a distribu¢ni kiivky jednotlivych vzorkd NLC se lisi jen malo. Vzorek NLC-RO
maé o néco uzsi distribuci nez ostatni NLC, coz miize indikovat rovhomérnéjsi rozdéleni
¢astic. U vzorkli NLC-SK a NLC-TT lze kromé& hlavniho piku pozorovat i mensi vedlejsi

piky, jejich pfitomnost mize byt zpisobena frakcemi s jinou velikosti, odlisnou od primérné
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velikosti (dvé populace cCastic nebo piitomnost menSich ¢astic). Soucasné je patrné,
ze distribucni kiivka NLC-TT je posunuta do oblasti mensich velikosti, coz odpovida jiz
diive uvedenym pozorovanim o nejmensi velikosti ¢astic v tomto vzorku. Vzorek NLC-HR
vykazuje o néco Sirsi distribuci a z Obrazku 22 (zelena kiivka) je patrna piitomnost ¢astic
s velikosti blizkych 1 um Distribuce vSech NLC-EO suspenzi jsou v souladu s béznymi

hodnotami, které jsou uvadény v literatute [14].

Velicinou, ktera popisuje Sitku distribuce velikosti ¢astic je index polydisperzity (PdI)
uvedeny pro studované vzorky na Obrazku 22. Je to bezrozmé&rna veli¢ina stanovena pomoci
dynamického rozptylu svétla, jejiz hodnoty lezi v intervalu 0 az 1. Cim bliz&i k nule je
hodnota PdI, tim je distribuce velikosti ¢astic uzsi. Od hodnoty vyssi nez 0,4 se jedna
o vysoce polydisperzni systémy, které mohou byt mén¢ stabilni [60]. Nejvetsi hodnota PdI
byla naméfena u vzorku NLC-TT (0,28 = 0,03), coz mlze byt zplisobeno ptitomnosti frakce
s veétsi velikosti ¢astic ~4 um (modra kiivka — Obrazek 22). Lze vSak konstatovat, ze PDI

vSech vzorki NLC lezi v oblasti ,,stfedni polydisperzity®, tedy mezi hodnotami 0,1 — 0,4.
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Obrazek 23 Indexy polydisperzity NLC-EO (zdroj: vlastni)

8.2.2 Zeta potencial

Zeta potencidl je jednim z ukazatell stability disperznich systémii. Nejbéznéjsi metodou
stanoveni této veliiny je elektroforeticky rozptyl svétla (ELS — Electrophoretic Light
Scattering), ktery méii rychlost ¢astic pohybujicich se v elektrickém poli — elektroforetickou

mobilitu. Ta je nasledné pfevedena na zeta potencial pomoci Smoluchowského rovnice
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(pro vodné roztoky se stfedni az vyssi iontovou silou) nebo pomoci dalSich modeli,
napi. Henryho rovnice. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické Casti prace, hodnoty ZP vyssi
nez £30 mV ukazuji na dobrou stabilitu disperzniho systému. Samotna stabilita je ovlivnéna
nekolika faktory, napt. zpiisobem skladovani, pouzitym tenzidem pii vyrob¢ a charakterem
lipidové casti NLC castic. Na Obrazku 23 je sloupcovy graf znazornujici hodnoty zeta
potencialu NLC-EO ¢éstic stanovené po piiprave vzorki. Nejvyssi hodnoty byly naméteny
u NLC-RO (25,8 £ 1,1 mV), a NLC-SK+RO (25 £ 1 mV), Castice téchto suspenzi maji
tedy dobry predpoklad koloidné¢ stability, jelikoz se odpuzuji a netvori tak snadno agregaty.
Nejnizsi ZP byl naméten u vzorklit NLC-TT a NLC-SK. Hodnoty byly velmi blizké nule
coz indikuje nestabilni suspenze, protoze pti takto nizkém ZP snadnéji dochazi k agregaci.
V tomto piipad¢, vSak mohla byt nizkd hodnota ZP zptisobena neustalenym stavem castic
po jejich vyrobg, kdy v prvni hodinach miize dochazet ke strukturni reorganizaci lipida [61],
pfeskupovani tenzidii nebo k naruSeni rovnovahy diky pfitomnosti EO, které jesté nebyly

dostate¢né zabudovany do lipidové astice [62; 63].

Zeta potencial
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Obrazek 24 Zeta potencial NLC-EQ castic stanoveny ihned po pripravé (zdroj: viastni)
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8.3 Stabilita NLC

Stabilita vzorkit NLC-RO, NLC-TT, NLC-SK a NLC-HR byla studovana métenim velikosti
¢astic a ZP v pravidelnych ¢asovych intervalech v pribéhu jednoho mésice. Vzorky byly
skladovany pti bézné laboratorni teploté mimo ptimé slunecni zareni. Pribéh zmén velikosti
castic béhem skladovani je uveden na Obrazku 25. U NLC-RO, TT a SK pozorujeme,
ze velikost ¢astic se po dobu jednoho mésice vyrazné neméni, velikost ¢astic se pohybuje
v rozmezi 130-150 nm, naméiené hodnoty kolisaji jen minimaln€, coz znaci dobrou stabilitu
téchto suspenzi. S touto skutecnosti souhlasi také Obrazky 26,27 a 28, na kterych jsou

znézornény distribucni kiivky jednotlivych NLC-EO suspenzi v prub¢hu jednoho mésice.
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Obrazek 25 Velikost castic NLC-EO po dobu 1 mésice (zdroj: viastni)

Na Obrazku 26 jsou distribuéni kiivky NLC-RO, které vykazuji mirné posuny v pozici
maxima a tvaru, ale systém je stale relativn¢ stabilni. NLC-TT distribu¢ni kiivky (Obrazek
27) jsou témeét shodné, maji uzky a identicky profil, mizeme tedy usoudit, Ze nedoslo
k zadnym zasadnim zménam velikosti &astic. Cervend k¥ivka na tomto obrazku popisuje
distribuci velikosti ¢astic v prvnim tydnu, mizeme si vSimnout malého piku s vétSimi
¢asticemi, ktery se jiz v dalSich tydnech neobjevuje, coz napovida ustaleni velikosti ¢astic.
Nejméné zmén bylo také zaznamenano u NLC-SK (Obrazek 28), to znaci velmi dobrou

fyzikalni stabilitu tohoto NLC systému.
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Size Distribution by Intensity
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Obrazek 26 Distribuce velikosti cdastic NLC-RO stanovena po 1 dni (Cervena), 15 dnech
(zelend) a po 26 dnech (modra) (zdroj: vlastni)
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Obrazek 27 Distribuce velikosti ¢astic NLC-TT stanovend po 1 dni (Cervena), 15 dnech
(zelend) a po 26 dnech (modra) (zdroj: vlastni)
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‘— Record 34 NLC skoiice 2 Record 108: NLC skofice 3 —— Record 131 NLC skofice 2‘

Obrazek 28 Distribuce velikosti castic NLC-SK stanovend po 1 dni (Cervena), 20 dnech
(zelena) a po 26 dnech (modra) (zdroj: viastni)
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Na Obrazku 25 pozorujeme, ze velikost ¢astic NLC-HR (fialova kiivka) postupné nariista
ze 168 nm az k hodnotam ~397 nm. Takto stoupajici trend mtze indikovat agregaci Castic
nebo nestabilitu systému, kterda miize vzniknout zriznych diivodd. Mohlo se jednat
o pritomnost necistot ve vzorku, napiiklad zbytkii emulgéatoru, prachovych castic
¢1 stopovych mnozstvi jinych cizich latek zanesenych do suspenze pifi manipulaci. Déle
mohlo jit o nevhodnou interakci hiebickového oleje s lipidovou matrici, dalsi moznou
pticinou je prirozeny proces rekrystalizace lipidové matrice béhem skladovani, ktery mize
zmeénit vnitini uspofddani castic a vést k ristu jejich hydrodynamického priméru [64].
Obrazek 29 znazortiuje distribuci velikosti ¢astic NLC-HR; kiivky se postupné posouvaji
doprava, coz poukazuje na zvétSovani primérné velikosti castic béhem skladovéni.
Analyza provedena 26. den po piipravé (modra kiivka) ukazuje, ze doslo k rozdéleni vzorku
na dvé frakce (bimodalni distribuce) s rozdilnou velikosti ¢astic, z nichz vétsi frakce ma
velikost sahajici nad 1000 nm. Tato velikost je povazovana za hrani¢ni rozméry NLC ¢astic

a ukazuje na ptitomnost vzniklych agregati.

Size Distnbution by Intensity

Intensity (Percent)

0 Z. : ;
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
|— Record 28° NLC hiebiek 1 Record 76° NLC hfebitek 1 — Record 126 NLC hfebitek 3|

Obrazek 29 Distribuce velikosti castic NLC-HR stanovend po 1 dni (Cervena), 15 dnech
(zelena) a po 26 dnech po (modra) (zdroj: viastni)

Podle zvysujici se velikosti ¢astic NLC-HR by bylo mozné usuzovat, ze ZP této suspenze
se bude postupné pfiblizovat k hodnoté¢ 0 mV, coz by znalilo nestabilitu ¢astic a jejich
tendenci k agregaci. Na Obrazku 30 vSak mizeme pozorovat fialovou kiivku, kterd ukazuje,
ze ZP se béhem skladovani vyrazné nezmeénil a jeho hodnoty zistaly v rozmezi od —20
do —25 mV. K izoelektrickému bodu, ktery by mohl indikovat agregaci Castic, se tedy

nepiiblizily. Tato skutecnost vSak nemusi vyvracet nestabilitu suspenze, podobné piiklady
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byly popsany i v literatute, kde byly naméteny zvysujici se velikosti ¢astic, i1 pres staly zeta

potencial NLC castic [65; 66].

1 5 15 20 26

5

0
5 5
£
= =8=NLC-RO
8 .10
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"6 15 NLC-SK
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-30 -
Doda skladovani [dny]

Obrazek 30 Zeta potencial NLC-EO po dobu I mésice (zdroj: viastni)

Na Obrazku 30 mtizeme déle pozorovat zeta potencial ¢astic NLC-RO (Seda ktivka), ktery
byl az na mensi zmény pomérné stabilni a ke konci ¢asového obdobi sledovani stability
se hodnoty ZP pohybovaly okolo —27 mV. Cervena kiivka znazorfiujici zeta potencial NLC-
TT ¢astic ma podobny trend jako NLC-SK (oranzova kiivka), u ¢astic v téchto suspenzich
byly nejprve naméfeny hodnoty ZP blizké nule, ale po péti dnech doslo k jeho poklesu
a naslednému ustaleni. V poslednim tydnii métfeni byly zaznamenany hodnoty —23 mV,
oznacujici stabilni suspenze. Jak jiz bylo uvedeno vyse, tento pokles mohl byt zpisoben
neustdlenym stavem ¢astic po jejich vyrobé, kdy v prvni hodindch muze dochézet

ke strukturni reorganizaci lipidi ¢i pteskupovani tenzidl stabilizujici ¢astice.

Ptipravené suspenze byly hodnoceny také vizualnég, coz je dokumentovano na Obrazku 31
a 32. U vzorkli NLC-RO, -SK, -TT nebyly béhem skladovani zaznamenany Zadné vyrazné
zmény Vv jejich vzhledu. Neni viditelnd zména barvy ani vznik zdkalu. Na pofizenych
fotografiich neni zfejmd ani zména vizudlnich vlastnosti u vzorku NLC-HR, pfesto,

ze v prabéhu skladovani doslo k ristu velikosti ¢astic.
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Obrazek 32 Vzhled NLC-EO po tretim tydnu skladovani (zdroj: viastni)

Obrazek 33 porovnava vzhled NLC-TT se vzorkem NLC-HR, u kterého byly DLS namé&feny
rostouci hodnoty velikosti Castic. Lze tedy potvrdit agregaci a nestabilitu suspenze NLC-

HR, které je vyrazné vice zakalend v porovnani s NLC-TT.
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Obrdazek 33 Porovnani vzhledu NLC-TT a NLC-HR po mésici skladovani (zdroj: viastni)

8.4 Mikrobiologické testy

8.4.1 Diskova difuzni metoda

Po 24hodinové kultivaci ptipravenych kultiva¢nich misek a bakteriemi byly pomoci pravitka
odecteny velikosti vytvofenych inhibi¢nich zon a vysledky zaznamenany do tabulek

uvedenych nize.

V Tabulce 7 jsou zapsany inhibi¢ni zony vytvoiené u vybranych vzorkt EO (rozmarynovy,
hiebickovy, tea tree a skoficovy) testovanych na rodu bakterii Escherichia coli. (E. coli)
Vsechny pouzité esencidlni oleje vykazuji antibakterialni aktivitu, protoze okolo vSech diski
byla vytvofena inhibi¢ni zoéna (Obrazek 34). E. coli byla nejvice citliva na skoficovy EO,
nejméne pak na tea tree a hiebickovy olej. U vSech misek byl jako negativni kontrola pouzit
disk napustény vodou (umistény uprostfed misky), kolem kterého se zddna inhibicni zona

nevytvofila.
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Tabulka 7 Inhibicni zony u E. coli pri pouziti EO

E. coli inhibic¢ni zoény [cm]
miska EO-rozmaryn EO-htebicek | EO-teatree | EO-skofice kontrola
1 2,0 1,6 1,7 3,3 0
2 1,9 1,8 1,6 3,1 0
3 1,8 1,5 1,6 3,0 0
prumér + SD 1,90+ 0,10 1,63+0,16 |1,633+0,058| 3,13+0,16 0,00

(Zdroj: vlastni)

Obrazek 34 Inhibicni zony u rodu E. coli p7i pouziti EO, vlevo nahorve disk s EO-HR, vievo
dole EO-SK, vpravo nahore EO-RO, vpravo dole EO-TT, uprostied voda (zdroj: viastni)

Vysledky testu u gram pozitivniho rodu bakterii Staphylococcus aureus (S. aureus) jsou

uvedeny v Tabulce 8. Inhibi¢ni zény byly vytvoteny u vSech diskll, kromé negativni kontroly

(uprostied), nejvetsi inhibicni schopnost byla zaznamenana opét u skotficového EO,

nejmensi pak u tea tree. Na Obrazku 35 mlizeme pozorovat spojeni inhibi¢nich zon u disk

napusténych skoficovym a rozmarynovym EO, mizeme tedy usuzovat, ze tyto dva oleje

maji synergicky efekt.
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Z provedeného testu mizeme usoudit, ze pouzité EO vykazuji antibakteridlni u¢inky u gram
pozitivnich i gram negativnich bakterii. Skoticovy EO inhiboval vice rast bakterie E. coli

(gram negativni), zatimco ostatni oleje mécly vétsi aktivitu u bakterii S. aureus (gram

pozitivni). Z testu dale vyplyva, ze skoficovy EO ma nejvétsi antibakteridlni schopnosti.

Tabulka 8 Inhibicni zony pro S. aureus pri pouziti EO

Staph. aureus inhibi¢ni zoény [cm]
miska EO-rozmaryn EO-hiebicek | EO-teatree | EO-skofice kontrola
1 2,4 1,5 1,1 3,1 0
2 2,3 1,4 1,0 3,4 0
3 24 1,4 11 3,4 0
prumér+ SD | 2,367+0,058 | 1,434+0,058 | 1,067 +0,058| 3,30+0,18 0,00

(Zdroj: vlastni)

Obrazek 35 Inhibicni zony u rodu S. aureus pri pouziti EO, vlevo nahore disk s EO-RO,
vlevo dole EO-SK, vpravo nahore EO-HR, vpravo dole EO-TT, uprostied voda (zdroj:
vlastni)
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V dalsim kroku byla testovana antibakteridlni aktivita pfipravenych NLC. Vysledky vSak
ukazaly, ze disky napusténé NLC suspenzemi nezabranily ristu bakterii (E. coli, S. aureus).
Inhibi¢ni zony se po kultivaci bakterii nevytvofily, coz lze pozorovat na Obrazku 36.
Antibakterialni u¢inky NLC byly v tomto jednoduchém testu neprikazné, coZ mohlo byt
zpusobeno nasledujicimi faktory. Jednak to mohla byt Spatna difize EO v agaru, ktera je
zpiisobena jejich nizkou rozpustnosti ve vodé, a dalSim faktorem mohlo byt nedostate¢né
rychlé uvoliovani EO z lipidové matrice, které¢ branilo dosazeni dostatecné vysoké
koncentrace EO potiebné pro antibakterialni Gi¢inek. Diskova difiizni metoda se tedy nejevi

jako vhodna pro testovani antimikrobialnich vlastnosti NLC-EO suspenzi.

Obrazek 36 Inhibicni zony u rodu E. coli (vlevo) a S. aureus (vpravo) s NLC suspenzi
(zdroj: vlastni)

8.4.2 Jamkova difuzni metoda

Vzhledem k tomu, Ze antibakteridlni ucinek ptipravenych nosi¢ii nebyl diskovou difuzni
metodou jednoznacné prokazéan, ptistoupili jsme k dalSimu testovani pomoci jamkové
difuzni metody. Tato metoda umoznuje aplikaci vétSiho objemu testované disperze (50 pl),
coz miize zvysit Sanci na detekci piipadné aktivity. Pro tento ti¢el byly pfipraveny i dveé nové

formulace, NLC-SK2 a NLC-SK+RO, kter¢ obsahovaly dvojndsobnou koncentraci EO.



64 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Ani tento test vSak nepfinesl uspokojivé vysledky. Formulace NLC-SK2 sice vykéazala

wewvr

ze inhibi¢ni zona se objevila 1 u prazdnych NLC bez EO, které slouzily jako kontrola.

Na zaklad¢ téchto vysledkt 1ze formulovat hypotézu, ze antibakterialni u¢inek muize byt
zpuisoben pfitomnosti kyseliny olejové, kterd je zndmé svymi U€inky proti nékterym
bakteriim, naptiklad Clostridium perfringens nebo S. aureus [67]. RovnéZz prace [68]
ukézala, Ze lipidové nanocastice obsahujici volné mastné kyseliny, véetné kyseliny olejové,
mohou u¢inng pusobit proti bakteriim, napt. proti Pseudomonas aeruginosa. Je tedy mozné,
ze antibakteridlni efekt pozorovany u NLC bez EO by mohl byt zptisoben pravé obsahem
kyseliny olejové v NLCT. Tato hypotéza vSak nardZi na rozpor: vSechny testované
formulace obsahovaly jak kyselinu olejovou (jako tekuty lipid), tak rizné typy EO, které by
m¢ély antimikrobni u¢inek formulace jesté posilit. K tomu vSak nedoslo, a u zadného

ze vzorkl (krom¢ NLC-SK) se vyrazngjsi antibakterialni aktivita neprojevila.

Z uvedenych zjisténi je patrné, Ze problematika antimikrobialni aktivity NLC s esencialnimi

oleji je slozita a zasluhuje dalsi vyzkum.
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit, charakterizovat a zhodnotit stabilitu
nanostrukturovanych lipidovych nosi¢ti (NLC) s enkapsulovanymi esencialnimi oleji (EO).
Pomoci vhodnych analytickych metod byla stanovena primérna velikost ¢astic, distribuce
jejich velikosti a zeta potencial. Pfipravené NLC vykazovaly velikost obvyklou pro tento typ
nosicl a vzorky NLC-TT, NLC-SK a NLC-HR 1 dobrou stabilitu po dobu 5 tydnt skladovéani
pii laboratorni teploté. U vzorku NLC-HR doslo béhem skladovani ke zvétSovani Castic,
pravdépodobné vlivem rekrystalizace lipidové matrice nebo nevhodné interakce nosice
s enkapsulovanym EO. Pomoci UV-VIS spektrofotometrie a plynové chromatografie bylo
dale provedeno stanoveni sloZeni pouzitych EO (skoficovy, rozmarynovy, hiebickovy
a tea tree olej). V ramci mikrobiologického hodnoceni byly provedeny testy antimikrobialni
aktivity (diskovou diftizni metodou), které prokazaly ucinnost pouze u samotnych EO. NLC
s enkapsulovanymi EO antibakterialni aktivitu nevykazovaly, pravdépodobné z divodu
rozdilné povahy agaru a NLC suspenzi, kterd mize branit, nebo zpomalovat uvoliiovani EO
z ¢astic. Antibakterialni U¢inky by byly 1épe prikazné pii pouZiti jiného testu
napt. mikrodilu¢ni metody. Celkové prace ptispéla k hlubSimu poznéni vlastnosti a chovani

NLC jako potencialnich nosi¢l ptirodnich antimikrobiédlnich latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NLC Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ (Nanostructured Lipid Carrier)
EO  Esencialni olej

SLN Pevné lipidové nanocastice (Solid Lipid Nanoparticle)

TEM Transmisni elektronova mikroskopie

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

VA Y Zeta potencial

HPH Homogenizace pod vysokym tlakem (High Preassure Homogenization)
REO/RO Rozmarynovy esencialni olej

CEO/SK Skoficovy esencidlni olej

TTO/TT Tea tree esencidlni olej

HR  Hrtebickovy esencidlni olej

UV  Ultrafialovy (Ultraviolet)

VIS  Viditelny (Visible)

BP  Bakalafska prace

FID  Plamenové¢ ioniza¢ni detektor (Flame Ionization Detector)

NLC-EO Nanostrukturovany lipidovy nosi€ s esencidlnim olejem

NLC-SK Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ se skoficovym esencidlnim olejem
NLC-RO Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ s rozmarynovym esencialnim olejem
NLC-TT Nanostrukturovany lipidovy nosic s tea tree esenciadlnim olejem
NLC-HR Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ s hifebickovym esencialnim olejem

NLC-SK 2  Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ se skoficovym esencidlnim olejem ve

vyssi koncentraci

NLC-SK + RO Nanostrukturovany lipidovy nosi¢ s vyssi koncentraci skoficového a

rozmarynoveého esencialniho oleje
MF  McFarlandav standard

Pdl  Index polydisperzity
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ELS Elektroforeticky rozptyl svétla (Electrophoretic Light Scattering
E.coli Bakterie rodu Escherichia coli

S.aureus Bakterie rodu Staphylococcus aureus






