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ABSTRAKT

Tato bakalai'ska prace je zamétena na piipravu a charakterizaci antimikrobialnich gelt a kryta
s obsahem antimikrobialnich slozek a enzymii. Teoretickd Cast se zabyva strucnou
charakteristikou antimikrobialnich latek, jejich strukturou a pfevazné enzymy
s antimikrobidlnim u¢inkem. Jsou zde uvedeny také metody, které se pouzily pii jejich
testovani.

Prakticka Cast se zabyva testovanim antimikrobidlnich Gi¢inkt extraktl ze skofice a hiebicku,
hiebi¢kové silice, lysozymu a bromelainu proti Micrococcus luteus, Serratia marcescens a
Candida glabrata. Z vybraného koteni byly ptipraveny rizné typy extrakti, konkrétné extrakty
vodné a ethanolové v odlisném procentudlnim zastoupeni. Jednotlivé extrakty byly
charakterizovany a dle celkového zastoupeni fenolickych latek byly vybrany nejlep$i pro
enkapsulaci do liposomovych ¢astic a gelti. Extrakty a enzymy byly také pfidany do hydrogelu
a nevlakennych krytt. Pro pfipravu nevlakennych krytd byl pouzit roztok alginatu sodného a
chitosanu. K testovani antimikrobialnich G¢inkd na dané mikroorganismy byla pouzita
bujonova diluéni metoda. Dale byla pomoci metody forcespinningu pfipravena nanovlakna na
bazi PHB. Tato nanovlakna byla obohacena hiebickovou silici a byla sledovana jejich
antioxidacni aktivita.

KLICOVA SLOVA

Antimikrobidlni latky, enzymy, antimikrobidlni aktivita, liposomy



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the preparation and characterization of antimicrobial gels and
coatings containing antimicrobial components and enzymes. The theoretical part deals with
a brief description of antimicrobial substances, their structure and mainly enzymes with
antimicrobial effect. The methods used in the testing are also listed here.

The practical part deals with testing the antimicrobial effects of extracts from cinnamon and
cloves, clove essential oil, lysozyme and bromelain against Micrococcus luteus, Serratia
marcescens and Candida glabrata. Various types of extracts were prepared from the selected
spices, namely aqueous and ethanol extracts in different percentages. The individual extracts
were characterized and, according to the total proportion of phenolic substances, the best ones
were selected for encapsulation in liposome particles and gels. Extracts and enzymes were also
added to the hydrogel and non-fibrous covers. A solution of sodium alginate and chitosan was
used to prepare non-fibrous covers. A broth dilution method was used to test the antimicrobial
effects on the given microorganisms. Furthermore, nanofibers based on PHB were prepared
using the forcespinning method. These nanofibers were enriched with clove essential oil and
their antioxidant activity was monitored.

KEYWORDS

Antimicrobials, enzymes, antimicrobial activity, liposomes
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1 UVOD

Nanotechnologie je slovo vyuzivané K popisu Siroké Skaly rtuznych technologii a materiald,
které sdileji jednu spole¢nou véc — jejich velmi malou velikost. Nanometr je jedna miliardtina
metru: desetindsobek priméru atomu vodiku. Pro srovndni, lidské vlasy maji pramérné
80 000 nanometra, cervené krvinky jsou piiblizn¢ 5 000 nanometrit Siroké ajednoduché
organické molekuly maji velikost v rozmezi 0,5 do 5 nanometrt. V takovém méfitku jiz neplati
bézna pravidla fyziky a chemie.

Jak fekl Horst Ludwig Stormer, nositel Nobelovy ceny za fyziku: ,,Nanotechnologie nam
dala nastroj, abychom si mohli hrat stémi nejmens$imi hrackami piirody — S atomy
a molekulami. V$e je z nich postaveno. Moznost vytvaieni novych véci se zda byt nekone¢na.*

Siroké uplatnéni nachazi nanotechnologie v medicing, napiiklad v kryti ran. Proces hojeni
ran je slozity sled dobie organizovanych biochemickych a bunéénych jevi, které obnovuji
integritu kiize a podkozni tkané. VSudypfitomny problém v 1é€bé ran predstavuji bakterialni
infekce.

Tato prace je zaméfena na antimikrobialni gely a kryty na bazi nanostruktur s enzymy.
Enzymy jsou latky bilkovinné povahy s katalytickou aktivitou, kde nejrozsifenéjsi enzymy
s antimikrobialnimi vlastnostmi jsou napiiklad lysozym, kolagenaza nebo bromelain. Ve
srovnani s chemickymi a mechanickymi metodami je enzymatické Setfeni ran velmi Setrné
a neposkozuje zdravou tkan.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky jsou definovany jako latky, které bud’ ni¢i mikroorganismy, nebo inhibuji
jejich rast. Podle typu jejich aktivity mizeme antimikrobidlni latky délit na antibakteridlni,
antimykotické, antiparazitni a antivirové. Funkci antimikrobidlniho ¢inidla je usmrceni
mikroorganismu nebo inhibice jeho rtistového procesu, a toho je dosazeno schopnostmi jako
napi. proniknutim nebo narusenim bunécné stény, inhibici syntézy bunécné stény, zménou
propustnosti bunééné stény, inhibici syntézy proteini a nukleovych kyselin nebo inhibici
enzymatické aktivity [1].

2.1.1 Fenolické latky

Mezi ptirodni antimikrobialni zdroje patii pfevazné fenolické latky, které se vyskytuji ve
vétsing potravin rostlinného pivodu. Jedna se o latky, které maji obvykle aromaticky kruh
nesouci jednu nebo vice hydroxylovych skupin. Existuje nékolik tisic sloucenin, od
jednoduchych fenolovych kyselin po komplexni flavonoidy [2].

2.1.2 Antimikrobialni peptidy

U stale naristajiciho poc¢tu bakterii se v disledku nadmérného pouzivani antibiotik vyvinula
vici nim rezistence. Proto se musela najit alternativa. Velky zajem ptipoutaly antimikrobilni
peptidy, které dosahuji velmi silnych antimikrobidlnich ¢i protizanétlivych ucinka. Kli¢ovou
roli v této antimikrobialni aktivité hraje peptidova interakce se slozkami bakterialni membrany
a jeji nasledna destabilizace. Antimikrobidlni peptidy jsou v pfirodé vSudypfitomné a jsou
ucinné proti celé fadé mikroorganismu. Prikladem antimikrobialniho peptidu je napiiklad nisin,
ktery je u€inny pievazné proti mnoha gram-pozitivnim organismim, nebo epidermin [3-4].

2.1.3 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivitu lze definovat jako souhrnny pojem pro vSechny aktivni latky, které
inhibuji rist bakterii, zabranuji tvorbé mikrobidlnich kolonii nebo mohou mikroorganismy
usmrcovat. Latky, které vykazuji antimikrobialni aktivitu, jsou ovlivnény teplotou, hodnotou
pH, sloZenim prostiedi a typem mikroorganismu [5].

Stupen ucinku je oznacen ptiponou —cidni (nebo smrtici), jestlize se jedna o usmrceni
bakterii, nebo se vyuziva ptipona —staticky, pokud ucinna latka slouzi pouze k inhibici ristu
bakterii. V antimikrobidlni oblasti se tedy vyuziva termina jako antibakterialni, baktericidni,
bakteriostaticky, fungicidni, fungistaticky nebo biocidni a biostaticky [5].

Antibakterialni aktivita je nejbéznéjSim typem antimikrobialni aktivity. Jde o aktivitu, ktera
pusobi pouze na bakterie, v ptipad¢, Ze ucinkuje na kvasinky a vlaknité houby, nazyvame tuto
aktivitu antimykotickou [5].
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2.2 Enzymy

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly, vybavené katalytickymi funkcemi, které urychluji
chemické premény. Téméi vSechny enzymy jsou proteiny (ukazalo se, ze i molekuly RNA jsou
Castymi biokatalyzatory). Nejvyznamnéjsi charakteristikou je jejich specifita a katalyticka sila.
Velka ¢ast katalytické sily enzymi pochazi z jejich spojeni se substraty v komplex enzym-
substrat. Substraty jsou vazany na specifickou oblast enzymu zvanou aktivni misto. Jejich
specificky vztah je podobny vztahu kli¢e a zamku (Obrazek 1: Teorie kli¢e a zamku [7]). Druhou
teorii je teorie indukovaného ptizpusobeni (Obrazek 2: Teorie indukovaného piizptsobeni [8]),
ktera tvrdi, Ze aktivni misto se pfizptisobuje substratu [6].

Substrat
Substrat

Enzym-substrat

Enzym-substrat komplex
komplex
Aktwm Aktivni
misto misto ::
Enzym Enzym
Obrazek 1: Teorie klice a zamku [7] Obrdzek 2: Teorie indukovaného prizpiisobeni [8]

2.2.1 Klasifikace enzymu

Enzymy se podle typu katalyzované reakce déli do Sesti hlavni tfid:
1. Oxidoreduktazy

Katalyzuji intermolekulové oxida¢né reduk¢ni reakce prenosem vodiku nebo elektronti mezi
substratem a akceptorem, nebo v¢lenovanim atomt kysliku do molekuly substratd. Jako
kofaktory oxidoreduktaz slouzi hlavné pyridinové (NAD*, NADP™) a flavinové (FAD, FMN)
struktury [9].

2. Transferazy

Transferazy se podileji na ptenosu skupin (-CHs, -NH2 apod.) v aktivované form¢ z jejich
donoru na akceptor. Ucastni se fady biosyntetickych d&ji [6, 9].

3. Hydrolazy

Hydrolyticky stépi vazby, které vznikly kondenzaci. Kondenzace je napiiklad peptidova,
glykosidova nebo esterova [9].

4. Lyazy

Lyazy jsou enzymy, které katalyzuji nehydrolyticky rozklad substrati na dvé slouCeniny, a za
podminek v bunikach ¢asto I obracenou reakcei [9].
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5. Izomerazy

[zomerazy tvoii skupinu enzymd, které v organismech udrzuji rovnovahu mezi dvéma izomery.
Realizuji tedy vnitromolekulové pienosy atomii a jejich skupin. Déleni na podtiidy je zaloZeno
na typu izomerie [6, 9].

6. Ligazy

Katalyzuji vznik energeticky narocnych vazeb za soucasného rozkladu latky uvolnujici energii,
napi. ATP [9].

2.2.2 VyuZiti enzymu
2.2.2.1 Pouziti enzymu ve farmacii

Enzymy jsou velmi cennymi slozkami ve farmaceutickych ptipravcich diky svym dilezitym
rysim, které je odliSuji od ostatnich druhd Iékt. Jednim z téchto ryst je jejich afinita
a specificka vazba se substratem. Druhou vlastnosti je katalyza a schopnost vicendsobné ménit
cilové molekuly na pozadované produkty. Nezanedbatelnou piednosti enzymii pii jejich
aplikaci je jejich netoxi¢nost, kdy umeélé¢ katalyzatory jsou vétSinou toxické. Tyto
charakteristiky vedou k vyvoji mnoha 1é¢iv pro sirokou skalu onemocnéni [10].

Pouziti enzymt bylo zaznamendano jiz ve starovékém Egypté, kde byly enzymy pouZzivany
k uchovani potravin a napoji. V roce 400 pi.n.l. Homerova Illias zminila pouziti enzymu
z détského zaludku k vyrobe syru [11].

Terapeutické enzymy maji vyuziti jako onkolytika a trombolytika. Proteolytické enzymy

c v

slouzi zase jako protizanétlivé latky [10].

2.2.2.2 Lécba poskozené tkané

Mnoho proteolytickych enzymut rostlinného i bakterialniho ptvodu slouzi k odstranéni
odumfelé kiize pti popaleninach. Hojeni pii poSkozeni nervové tkané¢ napomahd naptiklad
hyaluronidaza, podobna svou hydrolytickou aktivitou chondroitin sulfatu [10, 12].

Chondroitinazy napomahaji pii zranéni michy tak, ze odstrani glialni jizvy a tim i hromadéni

chondroitin sulfatu, ktery zastavuje rist axont [10, 12].

2.2.2.3 Lécba bakterialniho onemocnéni

Lysozym se vyskytuje v mnoha potravinach a spotfebnich vyrobcich, nebot’ je schopen
rozkladat sacharidové fetézce v bakteridlni bunécné stén€. Objeven byl také lysozym majici
schopnost bojovat s HIV infekei [12].

Chitinazy jsou dalSim pfirozené se vyskytujicim antimikrobialnim ¢inidlem. Chitin je vedle
celulozy nejrozsitenéjSim polysacharidem na Zemi. Jsou jim tvofeny bunécné stény napiiklad
hub a prvokd, a jsou tedy dobrym cilem pro zisk antimikrobialnich latek [12].
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2.2.2.4 Lécba rakoviny

Normalni zdravé buiiky jsou schopny syntetizovat asparagin, ale rakovinové buitky nemohou,
a tedy v piitomnosti enzymu degradujici asparagin umiraji. Asparaginaza a PEG — asparaginaza
jsou u¢innymi enzymy pro chemoterapie [10].

2.2.2.5 Pouziti enzymu v potravinaiském priamyslu

V pivovarstvi se enzymové stabilizatory vyuzivaji k odstranéni chladového zakalu piva, nebot’
enzymy degraduji bilkoviny atim zamezuji tvorbu zdkalu. K této prevenci se vyuzivaji
preparaty obsahujici ficin, papain, bromelain nebo i pepsin [9].

Amylazy se vyuzivaji k peCeni, piipravé moucnikii a ovocnych stav. Tyto enzymy se
ptidavaji napiiklad do tésta chleba, aby se rozlozil Skrob a tim se zvysila rychlost fermentace
a snizila viskozita tésta [9].

Enzymy se dale vyuzivaji naptiklad v masném pramyslu, kde slouzi k tenderizaci masa,
nebo i v mlékarenském pramyslu, jako sytidla [9].

2.2.2.6 Pouziti enzymii v priumyslu ¢isticich prostredki

Aplikace enzymd pti vyrobé& detergentll zvysuje schopnost odstranit skvrny. Cistici prostiedek
je také Setrny k zivotnimu prostiedi. Diivod pridavani protedz do pracich prostredki je ten, ze
protedza degraduje denaturovanou bilkovinu ulpivajici na pradle na §té€py (peptidy), a tim se
Spina lehce odstrani [9].

2.3 Enzymy s antimikrobialnim tu¢inkem
2.3.1 Lysozym

Lysozym, téZ zvany muramidédza nebo N-acetylmuramidglykanhydrolaza, je glykosidicka
hydrolaza, ktera katalyzuje hydrolyzu p-1,4—glykosidické vazby mezi N-acetylmuranovou
a N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky v peptidoglykanu, ktery je hlavni slozkou Gram
pozitivni bunééné stény bakterii [13].

Lysozymy jsou rozsifené v rostlinach a zviratech, kde ptedstavuji ptirozeny obranny
mechanismus proti bakteridlnim patogeniim. U zvifat byly identifikovany tfi odlisné typy
lysozymu, oznacovany jako c-typ (kuteci typ — HEWL), g-typ (husi typ — GEWL) a i-typ
(bezobratly typ) [14].

Virové enzymy jsou klasifikovany do typu v (T4), typu X, typu g atypu CH. Lysozymy
objevené v rostlinach jsou klasifikovany do chitinaz — lysozymu typu h a b [15].

2.3.1.1 Historie vyzkumu lysozymu

Historii objevu lysozymu se ve své praci zabyva Rau. Prvni zminky 0 latce ve vajecném bilku,
ktera je schopna lytického piisobeni na bakterie, se objevily jiz na zacatku 20. stoleti [16-17].
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Profesor Lastchenko zpozoroval inhibi¢ni ¢innost bilku na Bacillus subtilis. Tento u¢inek
byl poté potvrzen i u dalSich bakterii, jako napiiklad u Bacillus anthracis nebo Bacillus
Megaterium. Pti dalsich experimentech zjistil, Ze vaje¢ny bilek obsahuje proteolytické enzymy,
které usmrcuji bakterie [16-17].

Mezi dalsi védce, ktefi popisovali antibakteridlni ucinky slin a télnich sekretl, patfil
Bloomfield. Bloomfield se zabyval usmrcenim bakterii v hornich cestach dychacich [16-17].

Alexandr Fleming roku 1921 pfisel k podobnému objevu a byl prvni kdo dosel k zavéru, zZe
nosni sekrety obsahuji latky zpiisobujici lyzi bunék. Podle lytického plisobeni na bakterie
Micrococcus lysodeikticus nazval tuto latku lysozym. Ve svém zaznamu popisuje, ze lysozym
je v lidském téle piitomny také v slzach, slinach, hlenu a tkanich, napfiklad v chrupavkach [16—
17].

2.3.1.2 Mechanismus u¢inku lysozymu

Lysozym katalyzuje hydrolyzu p-1,4—glykosidické vazby mezi zbytky N-acetylmuranové
kyseliny a N-acetylglukosaminem. Tim, Ze katalyzuje rozklad polysacharidovych fetézct
V buné¢né sténé bakterii, dochazi az k rozpadu bunky [9].

Aktivni misto ve tvaru S$térbiny je schopno pojmout az 6 cukernych zbytkl. Téchto
6 jednotek aminocukri (ABCDEF) je vazano nekovalentné vodikovymi vazbami. U zbytku D
dochazi ke zkrouceni zidlickové konformace hexosového kruhu na polozidlickovou. Mezi
jednotkami D a E dochazi k hydrolyze B—1,4—glykosidické vazby [9,18].

Sled déju pii katalytickém $tépeni je nasledujici. Glutamat 35 je v nepolarnim prostiedi pti
pH 5 protonovan a funguje jako obecny kysely katalyzator. Je donorem protonu, ktery se
ptesune na kyslikovy atom glykosidové vazby a vyvola tak jeji preruseni. Na atomu C1 dojde
ke vzniku kladného naboje, z né¢hoz §t€pnd vazba vychazela. Takto vytvofeny intermediarni
karboniovy ion C17 je stabilizovany elektrostatickou interakci s asparatem 52. Odstépena Gast
a polysacharidového fetézce se zbytkem E opusti enzym [17-18].

Posledni fazi je nukleofilni atak molekulou vody na karboniovy ion. lon C1* reaguje
s iontem OH", zbyla ¢ast polysacharidového fetézce B se zbytkem D a pak opusti enzym. Poté

vrwe

18].
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Obrazek 3: Rovinna projekce zjednoduseného modelu komplexu lysozymu ze slepicich vajec se
substratem [9].

2.3.1.3 Vyuziti lysozymu v praxi

Vzhledem k tomu, Ze lysozym vykazuje antibakteridlni aktivitu vi¢i nezadoucim
mikroorganismiim, nachdzi uplatnéni v mnoha oblastech, zejména v potravinaiském,
zdravotnickém nebo farmaceutickém primyslu. V potravinatském primyslu je vyuzit jako
ptirodni konzervacni prostiedek pro maso, ryby, mlééné vyrobky, ale i pro konzervaci ovoce
a zeleniny. Ve farmaceutickém priimyslu nachazi uplatnéni jako pomocna latka pii vyrobé 1éku,
pfedevS§im pro antibiotika a analgetika bakteridlnich infekci, ale také na lécbu nadorovych
onemocnéni. Diky tomu, Ze je ukazatelem vzniku a pribéhu riznych patologickych zmén, je
ve zdravotnictvi pouzivam i jako diagnosticky prostiedek [19-20].

Enzym je antibakterialni, protoze degraduje polysacharid, ktery se nachazi v bunéénych
st€énach mnoha bakterii. Antibakteridlni aktivita lysozymu je ovSem omezena jen na Gram
pozitivni bakterie. Uginek proti Gram negativnim bakteriim je velmi maly [19-20].

Ukazalo se, ze enkapsulovany lysozym je pii dekontaminaci povrchu stejné ucinny, jako
volny. Dokonce je vice efektivni. Lyze bunék je sice pomalejsi, kdyz se pouzije enkapsulovany
lysozym, ale ma vétsi u¢inek. Uginek lysozymu se také vyrazné zvysuje s ptidavkem EDTA
[19-20].
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2.3.2 Kolagenaza

Kolagenaza patii mezi skupinu protedz. Je schopna narusovat peptidové vazby v kolagenu, coz
je bilkovina, kterd je zékladni slozkou pojivovych tkdni. Enzym kolagenaza tedy nasel své
uplatnéni pii 1éCeni razného onemocnéni spojeného s kazi. Pouziva se pti hojeni popalenin,
koznich viedl nebo strupii, nebot’ poméaha rozpadat a odstranovat odumielou tkan a ktizi. Také
podporuje reparaéni mechanismus, coz pomaha lepSimu fungovani antibiotik a urychlovani
piirozenému procesu hojeni. Je vyuzivan diky své ucinnosti, zkraceni doby hojeni, zabranéni
vzniku jizev a hypertrofie [21-24].

Kolagenaza se vytvaii bud’ v téle jako soucast imunitni odpovédi, nebo je produkovana
bakterie z rodu Vibrio a Clostridium. Bakterie Vibrio se vyuzivaji k odstranéni odumfelé tkan¢
a ktze. Clostridium histolyticum je sice patogen zpusobujici plynatou snét, ale z néj izolovany
enzym kolagenaza pomaha pii koznim onemocnéni [21-24].

2.3.3 Bromelain

Mezi skupinu enzymi $tépici bilkoviny patii také bromelain. Je slozen pfevazné z thiolovych
endopeptidaz. Mezi jeho dalsi slozky, které jsou zastoupeny v mensi mite, patéi napiiklad
peroxidaza, celulaza, glukosiddza, fosfatdza a inhibitory protedzy. Vyskytuje se bud’ jako
kmenovy bromelain, nebo ovocny, U kterého je jednim z nejbohatSich zdrojii enzymu ananas.
Nejvetsi mnozstvi enzymu obsahuje stopka ananasu, avSak dé se ziskat pomoci centrifugace,
ultrafiltrace a lyofilizace také z ananasové §t'avy [25-26].

Bromelain je v lidskych stievech absorbovan bez degradace a ztraty biologické aktivity, jeho
enzymaticka aktivita lze stanovit se substraty jako je napiiklad kasein nebo Zelatina. Je to
pomocnik proti zanétum, otokiim, pii problémech s travenim a ma dokonce i protirakovinnou
aktivitu. Bromelain pomaha pfi 1é€bé mnoha poruch. Je vyuzivan z toho divodu, Ze napiiklad
urychluje vstiebavani otoku a krve v poranéném misté, odbourava nekrotickou tkan, urychluje
hojeni rany a brani zanétu a zvysuje pratok krve v oblasti rany [27-28].

2.4 Stanoveni antimikrobialninho a¢inku

Pisobeni antimikrobidlnich latek muiZe byt mikrobistatické (reverzibilni zastaveni rlstu
a mnozeni mikroorganismil) nebo mikrobicidni (usmrceni mikroorganismi). Pro urcitou
antimikrobialni latku je vZdy vyuZivana kultura s potfebnymi vlastnostmi. Vybér metody je
zalozen na ftadé raznych faktori, jako tfeba na casové ndrocnosti, automatizaci,
reprodukovatelnosti ¢i pfesnosti. Tyto metody vyuzivané k testovani antimikrobidlni aktivity
latek se dé€li na diftzni a diluc¢ni [29-30].

24.1 Kvantitativni — dilu¢ni metody

U dilu¢ni metody je hodnocena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera je definovana
jako nejnizsi koncentrace dané antimikrobialni latky, pti které dochazi k potlaceni viditelného
rastu mikroorganismtl. Testovani se provadi na agarovych nebo bujoénovych pidach, které
obsahuji zvolené koncentrace antimikrobialni latky. Stanoveni hodnoty MIC je dulezité pro
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urceni terapeutické davky antimikrobialni latky. Mezi nejpouzivanéj$i metody patii agarova
dilu¢ni metoda, bujonova metoda a E-test. Tyto metody jsou piesnéjsi nez metody diftzni [31—
32].

2411 Agarova dilu¢ni metoda

Jedna se 0 referencni metodu stanoveni citlivosti mikroorganismt k antimikrobialnim latkam.
Pti testovani se standardni inokulum vySetfovanych bakterii nanasi na povrch agarovych médii.
Po inkubaci se hled4 nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky, kterd inhibuje rast dané¢ho
kmene [31-32].

2.4.1.2 Bujoénova dilu¢ni metoda

Jde o metodu, ve které dochazi ke smichani nafedéného antibiotika s tekutym bujonem.
Ptipravené roztoky se poté davkuji do mikrotitracnich desticek. V ptipadé rustu bakterie dojde
ke vzniku zakalu, ktery pfi inhibici mizi. Po ur¢ité inkubaéni dobé se jako hodnota MIC hodnoti

nejnizsi koncentrace antimikrobni latky, kde neni patrny rist mikroorganismu. Hodnoceni se
uskutecnuje bud’ vizualng, pomoci turbidického stanoveni ¢i méfeni absorbance [31-32].

2.4.2 Kovalitativni — diftizni metody

Jedna se o metody, které jsou zalozeny na diftzi antimikrobialnich latek ze zdroje do okoli.
Tento piechod zpusobi klesajici koncentraéni gradient, ktery brani ristu mikroorganismu do
urcité vzdalenosti (vznik tzv. inhibi¢ni zony). Diky témto metodam ur¢ime bud’ citlivost, nebo
rezistenci bakterie k danému antibiotiku. Do této skupiny metod nélezi naptiklad diskova
diftizni metoda nebo agarova diftizni metoda [31-32].

2.4.2.1 Diskova difizni metoda

Tato metoda se pouziva zejména pro vySetieni citlivosti U rychle rostoucich bakterii. Hodnoceni
se zaklada na tom, Ze se zmé&fi velikost inhibi¢nich zon vzniklych kolem disku s uréitou
koncentraci antimikrobialni latky [31-32].

Obrazek 4: Diskova difiizni metoda [33]
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2.4.2.2 E-test

E-test je gradientova metoda kombinujici principy diskové difuzni a agarové dilu¢ni metody.
Tato metoda nam poskytne informaci 0 tom, jakou koncentraci antibiotika pouzit, aby byla
ucinna proti testovanému kmenu bakterie nebo kvasinky, ¢i plisné. Vyuziva se k tomu specialni
prouzek napustény zvysujici se koncentraci antibiotika, obsahujiciho stupnici, ze které se
odecte hodnota MIC [34].

Obrazek 5: E —test [35]

2.5 Mikroorganismy

Volba vhodného mikroorganismu je pro studium antimikrobialnich vlastnosti nepostradatelnou
podminkou. Mikroorganismus je jednobunéény organismus, jehoZ buiiky jsou pozorovatelné
mikroskopicky. Pfi pomnozeni mohou tvofit na povrchu film, jehoz zédkal mtizeme pozorovat
pouhym okem. Mezi mikroorganismy se fadi pfevazné prokaryota (bakterie), ale také kvasinky
nebo plisné [38].

Dtlezitym rozdilem mezi prokaryoty a vétSinou eukaryot je pfitomnost bunééné stény
S ochrannou funkci, kterd se naléza vné cytoplazmatické membrany. Gramovo barveni dalo
zaklad rozdéleni bakterii na Gram pozitivni (G+) a Gram negativni (G—). Toto dé€leni je
zaloZeno na rtizné stavbé bakterialni stény [36-37].

2.5.1 Bunécna sténa Gram pozitivnich bakterii

Bunécéné stény Gram pozitivnich bakterii se strukturné li§i od bunécnych stén Gram negativnich
bakterii. U Gram pozitivnich bakterii tvofi bunécnou sténu peptidoglykan a polysacharidy,
kterymi prochdzi kyselina teichoova. Peptidoglykan je makromolekula sloZzend z cukrt
a aminokyselin, které jsou sestaveny strukturné jako tkany materidl. Amino-cukerna slozka
sestava ze stfidajicich se molekul N—acetylglukosaminu (NAG) a kyseliny N—acetylmuramové
(NAM) [36-38].

Tyto molekuly jsou zesitovany kratkymi peptidy, které pomahaji poskytovat
peptidoglykanovou silu a strukturu. Peptidoglykan poskytuje ochranu bakteriim a definuje
jejich tvar. Silné vrstvy také umoziuji Gram pozitivnim bakteriim béhem barveni Gramem
zadrzet vétSinu krystalové fialového barviva, coZ zpuisobuje, ze se objevuje fialové zabarveni
[36].
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Obrazek 6: Bunécna sténa Gram pozitivnich bakterii [39]

2.5.2 Bunécfna sténa Gram negativnich bakterii

Podobné¢ jako u Gram pozitivnich bakterii, i Gram negativni bakterialni bunééna sténa je
slozena z peptidoglykanu. Peptidoglykan je vsSak jedina tenkd vrstva ve srovnani s tlustymi
vrstvami v Gram pozitivnich buiikach. Tato tenka vrstva nezachovava pocate¢ni krystalové

violetové barvivo, ale béhem barveni Gramem zachycuje rizové zbarveni kontrastniho barviva

[36-37].

Vn¢js$i membrana poskytuje bunce protichemickou ochranu. Propousti ziviny a chrani buiku

pred lytickymi u¢inky zluéovych kyselin, enzymii, lysozymu, penicilinu. Cini Gram negativni

bunku chemicky odolngjsi nez buniku Gram pozitivni [38].
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Obrdzek 7: Bunécnad sténa Gram negativnich bakterii [40]
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2.5.3 Kaultivace mikroorganismi

Pro kultivaci mikroorganismi v laboratornich podminkach je nutné pienést studovany
mikroorganismus do sterilniho zivného prostiedi, aby se zabranilo jeho kontaminaci organismy
pfitomnymi v prostiedi. Pfipravovana zivna media musi byt izotonicka, musi obsahovat zdroj
uhliku a dusiku v koncentraci a formé optimalni pro kultivovany organismus, potiebné rustové
faktory a dostatek vody. Optimalni zivné prostiedi by v prub&hu kultivace nemélo ménit své
fyzikalni a chemické vlastnosti [41].

2.6 Imobilizace enzymu

Imobilizaci enzymu se rozumi zavedeni enzymu do materidlu, ktery zabrani uniknuti enzymu
ven a umozni pruchod produktl, substratt ¢i kofaktorti. Tento materidl by mél splnovat urcité

pozadavky zavislé na typu enzymu, mél by byt netoxicky, nedegradovatelny a biokompatibilni
[42].

2.6.1 Enkapsulace aktivnich latek

Enkapsulace patii mezi jednu z technik imobilizace aktivnich latek. Jedna se o zachyceni jedné
latky uvniti druhé latky, kdy vznikd ¢astice tvofend jadrem s aktivni latkou a vnéj§im obalem.
Své uplatnéni nachazi tato technika v kosmetickém, farmaceutickém i potravinaiském
prumyslu [43].

vvvvvv

pted degradaci, zpomaleni rychlosti odpafovani nebo ptenosu aktivni slozky do vnéjSiho
prostfedi, zdokonaleni vizudlniho aspektu zapouzdiené¢ho produktu, upraveni fyzikdlnich
vlastnosti materialu, dosazeni fizené¢ho nebo cileného uvoliiovani i€¢innych latek (produkt mize
byt uvolnén bud’ v ur€ity ¢as nebo v urcitém bod€), zlepSeni skladovatelnosti zabratujici
degrada¢nim reakcim (dehydratace, oxidace atd.), maskovani chuti nebo pacht aktivni slozky
nebo michani nekompatibilnich slouc¢enin oddélenim slozek ve smési, ktera by spolu navzajem
reagovala [43].

2.7 Nosice pro imobilizaci enzymiu

2.7.1 Alginat

Alginat je snadno dostupny, netoxicky, biologicky rozlozitelny aniontovy polymer. Je
produkovan hnédymi fasami a bakteriemi. Sklada se ze zbytkl kyseliny a—1—guluronové (G)
a kyseliny p—d—mannuronové (M), které jsou linearné spojené 1,4—glykosidickymi vazbami
[42].

Pti vyrobé alginatového nosice se vyuziva zesit'ujiciho ¢inidla, jako je chlorid vapenaty nebo
chlorid barnaty. Vlastnosti gelti zavisi na typu zesiténi, hustote zesiténi a molekulové hmotnosti
a slozeni alginatu [42, 44].
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Obrazek 8: Chemické struktury alginatu [44]

Alginat je také vyuzivan pro tvorbu nanocastic. At uz se jednd o nanoagregaty, nanokapsle
¢i nanosféry, tyto systémy udrzuji enzymy ¢i jiné slouceniny piipojené k matrici ¢astic. Tvorba
nanocastic je zalozena na dvou metodach. Prvni metodou je komplexace, kde komplex ve
vodném prostiedi tvofi nano-agregaty a na olejovém rozhrani nanokapsle. Druhou metodou je
emulgace alginatu v oleji za vzniku alginatovych nanosfér [42, 44].

a b

% O \‘;‘l'

Obrdzek 9: Nanoagregdt (a), nanokapsle (b), nanosféry se strukturovanym vnitikem (c) a nanokapsle

d

se strukturovanym vnitikem (d) [44].

2.7.2 Chitosan

Chitosan je dal$im pfirodnim polymerem vyuZivanym v imobiliza¢nich technologiich.
Rozpousti se pouze ve ziedéné kyseliné octové nebo kyseliné chlorovodikové. Byla navrzena
iontova komplexace chitosanu (majiciho pozitivni ndboj) s alginatem (majicim negativni naboj)
za vzniku systému pro imobilizaci proteint [42].

2.7.1 PHA

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biologicky rozlozitelné a kompatibilni polyestery. Diky
svym jedine¢nym vlastnostem mayji Sirokou Skalu uplatnéni. Pro své jedine¢né vlastnosti jako
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je biologickd kompatibilita a rozlozitelnost, jsou slibnymi materialy pro medicinské vyuziti.
Produkty z PHA jsou také netoxické pro buiky a tkané [45-46].

PHA jsou pfirozené¢ produkovany mikroorganismy pii nevyvazenych rastovych
podminkach, napiiklad mikroorganismy rodu Pseudimonas nebo Cupriavidus. Rozlisuji se
polymery s kratkym fetézcem, jakou je PHB (poly-3-hydroxybutyrat), a polymery s del$im
fetézcem, jako jsou napiiklad jeho kopolymery s hydroxyvaleratem (PHBV), nebo
hydroxyhexanoatem (PHBH), které jsou tvrdsi a odolngjsi [47].

Mezi potencidlni aplikace PHA patii oblast tkanového inzenyrstvi, pouzivaji se pro
regeneraci tkané, jako zafizeni pro opravu kloubni chrupavky, nervova voditka, zafizeni pro
opravu Slach, implantaty okuldrnich bunék, klece michy patete, nahrazky ktize, obvazy na rany,
hemostaty atd. [48].

2.8 Liposomy

Liposomy jsou rozsahle vyuzivanymi systémy pro cilenou dopravu 1éciv. Jsou to malé,
netoxické a biologicky rozlozitelné vektory slozené z lipofilni fosfolipidové dvojvrstvy
a hydrofilniho vnitiniho jadra. Diky své specifické struktufe mohou liposomy transportovat jak
hydrofilni, tak hydrofobni farmaceuticka 1é¢iva. Dodavani 1éCiv liposomy zvySuje jejich
terapeuticky index a méni jejich profil biologické distribuce. Mezi jejich vyhody patii naptiklad
pasivni cileni prostfednictvim zvySené propustnosti a retenéniho ucinku, schopnost fidit
uvoliovani Ié¢iva, snizeni vedlej$iho G¢inku a zlepSeni stability 1é¢iv [49-52].

Liposomy vSak maji také nevyhody, které omezuji jejich klinické aplikace, jako jsou
nedostatecné mechanické vlastnosti a neschopnost udrzet urcitou koncentraci 1é¢iva v mistni
oblasti. Zlepseni vlastnosti 1ze dosahnou riznymi modifikacemi povrchi liposomt [49-52].

2.9 Charakterizace ¢astic

2.9.1 Stanoveni stability ¢astic

Metoda elektroforetického rozptylu svétla méfi, jak rychle se ¢astice pohybuje v kapalinég, kdyz
se aplikuje elektrické pole. Jakmile zname rychlost ¢astice a aplikované elektrické pole,
muZzeme s pouzitim dvou dal$ich znamych konstant vzorku — viskozity a dielektrické konstanty
— vypocitat potencial zeta. Pokud ma systém dostatecné kladny anebo dostate¢né zaporny zeta
potencial, je pak elektrostaticky stabilni (o0, +30 mV) anebo naopak (—30, %) [53].

2.9.2 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost castic se uruje pomoci dynamického rozptylu svétla. Tato metoda méti Browniv
pohyb ¢astic a ptifazuje ho k velikostem ¢astic. Browntiv pohyb je definovan jako: "Nahodny
pohyb castic v kapaliné zplsobeny jejich bombardovanim molekulami, které je obklopuji".
Malé castice se pohybuji rychle, zatimco velké pomaleji. Jako zdroj svétla se k méfeni vyuziva
laser, ktery prochazi pfimo pies vzorek umistény. Brownav pohyb ovliviiuje vSechny disperzni
systémy, jejichz ¢astice spadajici do tzv. submikronové oblasti [54].
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3 CIiL PRACE

Cilem prace byla ptiprava antimikrobialnich gell a kryti s obsahem antimikrobialnich slozek
a enzymu. V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i cile:

1. reSerSe — antimikrobidlni latky, jejich struktura; enzymy s antimikrobidlnim G¢inkem

2. pfiprava nanomateridlll s antimikrobidlnim G¢inkem

3. pfiprava a charakterizace antimikrobidlnich gelt a krytd s obsahem antimikrobidlnich
slozek a enzymi
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité ke spektrometrickym stanovenim

e Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, Penta (CR)
e Uhli¢itan sodny bezvody, Lach-Ner (CR)
e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)
e Ethanol pro UV/VIS 99 %, Lach-Ner (CR)
e Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

e Kyselina trichloroctova, Lach-Ner (CR)
e Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

e Chlorid hlinity, Lach-ner (CR)

¢ Dusitan sodny, Lach-ner (CR)

e ABTS, Sigma-Aldrich (SRN)

e Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

4.1.2 Chemikalie pouzité na piipravu ¢astic

e Lecithin, Sigma-Aldrich (SRN)
e Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)

4.1.3 Chemikalie pouzité na pripravu kryti

e Chloroform, Lach-Ner (CR)

e Polyhydroxybutyrat, Biomer (SRN)
e Alginat sodny, Sigma Aldrich (UK)
e Chitosan, Sigma Aldrich (UK)

e Trifosfat sodny, Sigma Aldrich (UK)
e Chlorid vapenaty, Lachema (CR)

e Lysozym, Sigma-Aldrich (UK)

e Bromelain, Serva (SRN)

e Kyselina octova, Lach.Ner (CR)

4.1.4 Chemikalie pouzité na kultivaci mikroorganismi

e Nutrient Broth Medium (NB), Himedia (India)
e Yeast Extract Powder, Himedia (India)

e D-glukdza bezvodna, Lachner (CR)

e Pepton aus Casein, Himedia (India)

e Agar, Himedia (India)
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4.2 Pristroje a pomucky

e Analytické vahy, Boeco (SRN)

e Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)

e Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

e Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)

e Magneticka michacka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)

e ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)

e Ultrazvukovy homogenizator/dispergator — Bandelin Sonoplus HS3200 — Sonorex
Technik (SRN)

e Spektrofotometr — Helios y, Unicam (UK)

e Automatické pipety v rizném rozsahu objemu — Discovery (DE), Biohit (SRN)

e Rotacni zvldknovaci pfistroj

e CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)

e Laminatovy box Aura mini — Bioair, EuroClon (IT)

e DLS analyzator Zetasizer Nano ZS, Malvern (UK)

4.3 Pouzité mikroorganismy

V této praci byly pouzity bakterialni kultury, které pochazeji z Ceské sbirky mikroorganismii
Masarykovy univerzity v Brng.

e Candida glabrata (CCM 8270)
e Micrococcus luteus (CCM 1569)
e Serratia marcescens (CCM 8587)

4.4 Pouzité prirodni materialy

e Skofice mleta (Vitana)
e Hiebicek (Vitana)
e Hiebickova silice (Fichema)

Obrazek 10: Pouzité materialy
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4.5 Priprava extrakta

Z vybranych materidll byly pfipraveny rizné typy extraktii, konkrétné¢ extrakty vodné
a ethanolové v odlisném procentudlnim zastoupeni.

Na ptipravu vodnych extrakti byl pouzit vzdy 1 g vzorku, ktery byl extrahovan 10 ml
destilované vody. Tento postup byl opakovan také pii ptiprave 20 %, 40 %, 60 %, 80 % a 96 %
ethanolového extraktu.

Poté byly vzorky louhovany po dobu 24 hodin na tfepaci ploSin€ vyhiivané na teplotu 37 °C.
Nasledné byly vzorky zcentrifugovany po dobu 10 minut pii otackach 9 000 RPM. Supernatat
byl pteveden do Cisté centrifugani zkumavky a uchovavan pfi teploté 7 °C.

4.6 Charakterizace aktivnich latek

4.6.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Stanoveni obsahu polyfenolickych latek je zalozeno na reakci vzorku s Folin-Ciocalteauovym
Cinidlem. Tato reakce se projevi modrym zbarvenim roztoku, ktery mulzeme
spektrofotometricky sledovat. Jako standard byla pouzita kyselina gallova v koncentra¢nim
rozmezi 0,087 5— 0,7 mg/ml.

K 1ml Folin-Ciocalteauova ¢inidla zfedéného vodou v poméru 1:9 byl piidan 1 ml
destilované vody a 50 ul vzorku. Obsah zkumavky byl promichan. Po 5 minutich stani byl
pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a obsah zkumavky byl opét promichan
a ponechan 15 minut stat. Poté byla zméfena absorbance roztoku pii vinové délce 750 nm proti
blanku, kde misto vzorku byla pfidana voda.

4.6.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Stanoveni obsahu flavonoidi se provadi spektrofotometrickou metodou zalozenou na reakci
hlinit¢ soli s dusitanem. Jako kalibra¢ni roztok byl pouzit roztok katechinu v ethanolu
Vv koncentra¢nim rozmezi 0,06 — 0,3 mg/ml.

K 0,5 ml vzorku byl pfidan 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5 % roztok dusitanu sodného.
Obsah ve zkumavce byl promichén a nechan 5 minut stat. Poté bylo ptidano 0,2 ml 10% roztok
chloridu hlinitého, obsah byl opét promichan a nechan 5 minut stat. Bylo pfidano 1,5 ml 1 M
hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Po 15 minutdch byla zméfena absorbance pfi
vinové délce 510 nm oproti blanku.

4.6.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidaéni aktivita byla stanovena za pomoci roztoku ABTS-". Roztok ABTS byl rozpustény
v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l. Tento radikalovy ion ABTS-* byl ziskan reakci
s 2,45 mmol/l peroxodisiranem draselnym. Poté byl roztok ponechany pfti laboratorni teploté
ve tmé& nejméné 12 hodin. Pied pouzitim byl roztok ABTS-* nafedén ethanolem na absorbanci
A= 0,700 + 0,020 pii vlnové délce 734 nm proti ethanolu.
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Do zuzené kyvety byl pii stanovovani antioxida¢ni aktivity vzorkd napipetovan 1 ml
ABTS-* a bylo pfidano 10 pl vzorku, poté byl zaznamenan pokles absorbance v 10. minutg.
Jako blank byl pouzit 1 ml ABTS-*, ke kterému bylo pfidano 10 ul destilované vody. Pro
stanoveni kalibra¢ni zavislosti byl jako standard pouzit roztok Troloxu v koncentraCnim
rozmezi 50 — 400 pg/ml.

4.7 Priprava liposomovych ¢astic

K 10 ml destilované vody bylo ptidano 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu. Pfipraveny roztok
byl ultrazvukovan pomoci sondového ultrazvuku. Stejnym postupem byly pfipraveny ¢astice
s ptidavkem 1 ml extraktu. Cést pfipraveného vzorku byla pouzita ke stanoveni enkapsulaéni
ucinnosti a ¢ast pripravenych liposomovych ¢astic byla vyuzita k antimikrobidlnim testtim.

4.8 Charakterizace liposomovych ¢astic

U ptipravenych liposomovych ¢astic byla stanovena jejich enkapsulac¢ni Gc¢innost, velikost
a stabilita.

4.8.1 Stanoveni velikosti a stability liposomovych ¢astic

Roztok liposomovych ¢astic byl analyzovan pomoci piistroje Malvern Zetasizer ZS. Tento
pristroj ndm proméftil distribuci velikosti ¢astic, primérnou velikost ¢astic a zeta potencial, diky
kterému jsme mohli zjistit stabilitu Castic.

4.8.2 Stanoveni enkapsula¢ni Gcinnosti

Po enkapsulaci byl roztok liposomovych ¢astic zcentrifugovan po dobu 60 minut pifi
14 000 RPM. Nasledné byl v supernatantu stanoven celkovy obsah fenolickych latek. Pro
stanoveni enkapsulacni G€innosti byla stanovena koncentrace fenolickych latek v supernatantu
a v roztoku extraktu pied enkapsulaci. Porovnanim téchto dvou hodnot se zjistilo mnozstvi
enkapsulovanych fenolickych latek do liposomovych ¢astic.

4.9 Priprava xanthanovych geli

Pro budouci aplikace a stanoveni antimikrobialniho ucinku byly pfipraveny hydrogely. Pro
pfipravu byla pouZzita 1 % xanthanova guma s pfidavkem hrebickového extraktu, skoficového
extraktu, hiebi¢kové silice, bromelainu a lysozymu.

4.10 Priprava nevlakennych kryti

Pro ptipravu nevldkennych kryta byl pouZit roztok alginatu sodného a chitosanu. Jako sitovaci
¢inidlo byl pro alginat pouzit roztok chloridu vapenatého. V pfipadé chitosanu byl k zesitovani
pouzit roztok trifosfatu sodného. Ze zasobnich roztokl byly pfipraveny roztoky o koncentraci
1, 2 a 3 %. Tyto roztoky alginatu sodného a chitosanu byly nality, v mnozstvi 5 ml, do malych
Petriho misek. Tato vrstva byla poté prelita stejnym mnozstvim sitovacich roztokli o stejné
koncentraci, jako mél roztok alginatu sodného nebo chitosanu.
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Timto postupem byly pfipraveny kryty s pfidavkem hiebickového extraktu, skoficového
extraktu, hiebi¢kové silice, bromelainu a lysozymu. Takto vytvotené kryty byly v Petriho
miskach uchovany v chladu.

Obrazek 11: Pripravené neviakenné kryty

4.11 Antimikrobialni testy

Pro sledovani antimikrobialni aktivity byly vybrany 3 kmeny mikroorganismi: grampozitivni
Micrococcus luteus, gramnegativni Serratia marcescens a kvasinka Candida glabrata.

4.11.1 Priprava médii

Pro jednotlivé kmeny byla nejdfive zvolena vhodna média (Tabulka 1). Tato média byla poté
fadn¢ zamichana a sterilizovana v tlakovém hrnci.

Tabulka 1. Latky pouzité na pripravu média

Mikroorganismus Médium MnoiZstvina 11
bakterie Agar 209
Nutrient Broth 259
kvasinka Yeast extract powder 10 g
Pepton aus Casein 20 g
D-glucose anhydrous 209
Agar 209
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4.11.2 Kultivace mikroorganismi

Stérem klickou zpevného média nebo napipetovanim kultury byly mikroorganismy
pfeockovany do 50 ml tekutého média. Mikroorganismy byly po zaockovani kultivovany
V inkuba¢nim boxu s tifepanim po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Obrazek 12: Pripravend média

4.11.3 Bujénova dilu¢ni metoda

U pripravenych extraktd, Castic, xanthanovych geli a nevldkennych alginatovych kryta
s extrakty byla méfena jejich antimikrobialni u¢innost pomoci zmény zéakalu, kterou zpisobuje
rast mikroorganismii. Méfeni bylo provadéno pomoci pfistroje ELISA Reader na
96 a 24 jamkové mikrotitracni destiCce.

Do 96 jamkovych desticek bylo napipetovano po 150 pl vhodné nafedéné bunééné kultury
a 50 ul vzorku. Jako blank se pouzily jamky naplnéné 150 pul bunééné kultury s 50 pl
destilované sterilni vody. Extrakty, Castice a gely byly testovany v 96 jamkové desticce,
zatimco kryty ve 24 jamkové. Do 24 jamkovych desticek bylo napipetovano po 2 ml vhodné
nafedéné kultury, ke kterym byly pfidany predem zvazené kousky nevldkennych krytii. Zména
zakalu byla méfena pomoci ELISA Readeru v ¢ase 0 a znovu po 24 hodinach.

Antimikrobialni G¢inek jednotlivych vzorkid byl vyhodnocovan jako viabilita bunék. Kazdy
vzorek byl naméfeny tfikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitany pramér. Absorbance po

24 hodinach byla odeétena od ¢asu 0 a porovnana s blankem. Viabilita bunék byla nasledné
vyhodnocena v procentech.

4.12 Piiprava nanovlakennych kryta na bazi PHB

Nanovlakna z PHB byla pfipravena metodou zvanou forcespinning. Zasobni roztok PHB byl
pfipraven rozpusténim navazky PHB v chloroformu a ndslednym zahfivanim za stalého
michani na magnetické michacce. Pro tuto metodu byl zvolen roztok PHB o koncentraci 4 %.
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4.12.1 Metoda forcespinning

Tato metoda vyuziva ke zvlaknovani odstiedivé sily. Roztok PHB se pomalu ptikapava do
stiedu pfistroje, vytvorend vldkna se zachytavaji na kolektorové tyce, ze kterych se nésledné
opatrn¢ sundavaji. Takto vytvofena vlakna byla poté uchovana v suchu a ve tmé. Déle byla
stejnym postupem vytvorena vlakna s 5 %, 10 % a 20 % obsahem hiebickové silice do roztoku
PHB s chloroformem. U pfipravenych vlaken byla testovana jejich antioxidacni aktivita.

4.13 Antioxidacni aktivita nanovlakennych kryti

Ze viech typt pfipravenych vlaken byl vystiihnuty étverec o rozméru cca 1 cm?. Tyto vzniklé
¢tverce nevlakennych krytt byly nasledné zvazeny. Do zkumavky byly napipetovany 2 ml
roztoku ABTS, do kterého bylo vlakno ponoiené. Po uplynuti 10 minut byl zaznamenan pokles
absorbance podle postupu uvedeného Vv kapitole 4.6.3.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalafska prace byla zamétena na testovani antimikrobialnich vlastnosti aktivnich latek
vodnych a ethanolovych extraktii skofice a hiebicku. U pfipravenych extraktti byla stanovena
celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidi. Nasledné byly z téchto extrakti pfipraveny
liposomové Castice, u kterych byla ur¢ena velikost, stabilita a enkapsula¢ni G¢innost. Dale byly
piipraveny hydrogely na bazi xanthanu a byla optimalizovana ptiprava nevlakennych krytt na
bazi alginatu, chitosanu a vlakennych kryt na bazi PHB. V zavéru byly pfipravené materialy
podrobeny antimikrobialnim testim vaci kvasinkam, gram pozitivnim i gram negativnim
bakteriim. U vlaken byla testovana jejich antioxida¢ni aktivita.

5.1 Charakterizace extraktu

Extrakty byly pfipraveny dle postupu popsaného v kapitole 4.5. VSechny pfipravené extrakty
byly charakterizovany z hlediska celkového obsahu fenolickych latek a celkového obsahu
flavonoidu.

5.1.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Obsah fenolickych latek byl stanoven podle postupu popsaného v kapitole 4.6.1. Koncentrace
fenolickych latek byla vypoctena pomoci sestavené kalibraéni kiivky kyseliny gallové
(Obrazek 13) z linearni regrese kalibra¢ni zavislosti.
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Obrdazek 13: Kalibracni zavislost pro stanoveni celkovych fenolickych latek

Kazdy extrakt byl analyzovan trikrat a vysledkem byla primérna hodnota z téchto méteni.
Celkovy obsah fenolickych latek byl vypocitavan v mg fenolickych latek na 1 g suchého
vzorku. V tabulce 2 jsou uvedeny ziskané vysledky koncentraci fenolickych latek v extraktech.
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Tabulka 2: Vysledné celkové obsahy fenolickych latek v extraktech

procento zastoupeni ¢ [mg/g]

ethanolu v extraktu hiebicek skofice
0% 10,97 +£ 0,98 2,06 + 0,08
20 % 19,31 + 2,33 4,12 + 0,69
40 % 27,87 + 3,31 5,42 + 0,68
60 % 33,80 + 2,07 5,65+ 0,30
80 % 31,91 +£0,83 5,68+0,31
96 % 27,50 + 4,05 4,74 +0,28

Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze hiebickové extrakty obsahuji mnohem vic fenolickych

latek nez extrakty ze skotice. Nevyssi koncentraci z hiebickovych extrakti obsahoval vzorek,
ktery k extrakci vyuzival 60 % ethanol, a to 33,80+ 2,07 mg/g fenolickych latek. Ze
skoficovych extraktu to byl extrakt s 80 % ethanolu, tento vzorek obsahoval 5,68 + 0,31 mg/g
fenolickych latek. Nejmensi obsah fenolickych latek byl naopak zjistén u vodného extraktu
skofice, 2,06 + 0,08 mg/g. Obsah fenolickych latek byl tedy u obou vzorku zavisly na obsahu
ethanolu, nejlépe na tom byly vzorky, které obsahovaly ethanol v rozmezi 60-80 %.

5.1.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Obsah flavonoidt byl zméten pomoci postupu popsaného v bodé 4.6.2. Koncentrace flavonoidi
byla vypoctena pomoci sestavené kalibracni kiivky katechinu (Obrdzek 14) z linearni regrese

kalibraéni zavislosti.
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Obrazek 14: Kalibracni zavislost pro stanoveni celkovych flavonoidii

Stejné jako u stanoveni celkovych fenolickych latek byl kazdy extrakt analyzovan ttikrat

avysledkem byla priméma hodnota z téchto meéfeni. Celkovy obsah flavonoidd byl
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vypocitavan v mg flavonoida na 1 g suchého vzorku. V tabulce 3 jsou uvedeny ziskané
vysledky koncentraci flavonoida v extraktech.

Tabulka 3: Vysledné celkoveho obsahu flavonoidii v extraktech

procento zastoupeni ¢ [ma/g]

ethanolu v extraktu hiebicek skofice
0% 1,72 + 0,06 1,43+ 0,41
20 % 1,91 + 0,03 3,01 +0,34
40 % 2,39 +0,21 534+0,21
60 % 2,27 £ 0,27 5,19+ 0,38
80 % 2,40 + 0,06 4,64 + 0,30
96 % 2,82 +0,22 4,31 +0,27

Z tabulky lze fict, ze skoficové extrakty obsahovaly vétsi mnozstvi flavonoidi nez extrakty
hiebickové. Nejmensi obsah flavonoidii obsahoval opét vodny extrakt skofice,
1,43 £ 0,41 mg/g. Nejvétsi mnozstvi bylo stanoveno u skotficového extraktu s obsahem 40 %
ethanolu, a to 5,34 + 0,21 mg/g. Z hiebickovych extrakta to byl vzorek s 96 % ethanolu
(2,82 = 0,22 mg/g).

Z predeslych dvou meéfeni muizeme srovnat obsah flavonoidl a celkovych fenoli.
Hiebickové extrakty obsahovaly jen ptiblizné 10 % flavonoidd, zbytek byly jiné fenolické
latky. Naopak skoticové extrakty mély prakticky 100 % flavonoidi a jiné fenoly v nich pii
porovnani s celkovymi fenoly skoro nebyly.

5.2 Charakterizace liposomovych ¢astic

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.7 byly ptipraveny liposomové Castice. Liposomy byly
ptipraveny ze skoficového extraktu, obsahujiciho 60 % ethanolu, a hiebickového extraktu,
obsahujiciho 80 % ethanolu. Takto pfipravené castice byly charakterizovany z hlediska
velikosti, stability a enkapsula¢ni u¢innosti.

5.2.1 Stanoveni velikosti ¢astic s enkapsulovanymi extrakty

Velikost a distribuce velikosti byla uréena na zaklad¢é postupu uvedeného v kapitole 4.8.1.
Mg¢éteni bylo u ¢astic provedeno ve tiech opakovanich a ziskané hodnoty byly zprimérovany.
Vysledné hodnoty polydisperzity a pramérna velikost ¢astic jsou uvedeny Vv tabulce 4.
Z prumérnych velikosti byl také sestaven graf (Obrazek 15).

Tabulka 4: Priimérnd velikost a intenzita distribuce velikosti ¢dstic s enkapsulovanymi extrakty

Vzorek Primér ¢astic [nm] Pdl [-]

liposomy 138,23 +2,12 0,21 +0,01
liposomy hiebicek 157,47 + 2,84 0,31+0,01
liposomy skorice 154,60 + 2,10 0,24 +0,01
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Obrazek 15: Stanovena velikost castic

Z vysledkl je patrné, Ze primérna velikost ¢astic se po piidani extrakti mirné zvysila.
Liposomové Castice s extraktem skotfice (154,60 + 2,10 nm) mély skoro stejnou primérnou
velikost, jako liposomové Castice s extraktem hiebi¢ku (157,47 = 2,84 nm).

5.2.2 Stanoveni stability pripravenych ¢astic

Stabilita liposomovych ¢astic byla stanovena dle postupu uvedeného v kapitole 4.8.1. Méfeni
pomoci pfistroje Zetasizer bylo provedeno tiikrat a ziskané hodnoty byly zprimérovany.
Vysledné primérné hodnoty zeta potenciala jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Stabilita pripravenych édstic

Vzorek Zeta-potencial [mV]
liposomy -30,33 £2,49
liposomy hiebicek —29,50+ 1,06
liposomy skorice —33,30+0,61

Prazdné liposomové Castice a liposomove Castice s extraktem skofice se daji povaZovat za
velmi stabilni, nebot” prekonaly absolutni hodnotu zeta potencialu 30 mV. Liposomové Castice
s ptidavkem extraktu hiebicku se ukézaly také jako stabilni, jelikoZ se k této hranici stability
velmi ptiblizily (—29,50 + 1,06 mV).

5.2.3 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Enkapsula¢ni ucinnost byla stanovena dle postupu uvedeného v kapitole 4.8.2. Hodnoty
enkapsulovaného mnozstvi fenolickych latek byly naméfeny ttikrat. Z namétenych hodnot byl
vypocitany pramér a smérodatna odchylka. Enkapsula¢ni G¢innost byla vyjadifena v procentech
a zaznamenana v tabulce 6.
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Tabulka 6. Vypocitané enkapsulované mnoZstvi polyfenolii a enkapsulacni uic¢innost

Obsah polyfenoli v roztoku Enkapsula¢ni
Extrakt - . - .
pred enkapsulaci po enkapsulaci ucinnost [%]
hi‘ebi¢ek 31,91+0,83 24,69 + 0,03 22,62
skofice 5,65 + 0,30 3,85+ 0,04 31,88

Z vysledkd je jasné patrné, ze enkapsulaéni u€innost je u obou extraktli pomérné nizka. Vyssi
enkapsula¢ni u¢innost byla stanovena u extraktu ze skofice, a to 31,88 %. Extrakt z hiebicku
m¢l enkapsulaéni u¢innost pouhych 22,62 %.

Aktivni latka je obsaZena ve sférickych tutvarech, které vznikly z pfipravené lipidové
dvojvrstvy. Hlavnim diivodem nizké enkapsulaéni u¢innosti je prestup aktivni latky na zakladé
koncentra¢niho gradientu z tvorici se Castice do roztoku. Degradace mohla byt zplisobena
nedostate¢nou pevnosti membrany obklopujici dany liposom.

5.3 Priprava a optimalizace pripravy nevlakennych kryta

Nevlakenné kryty byly ptipraveny podle postupu uvedeném v kapitole 4.10. Byly pfipravovany
ze dvou materialli, z alginatu a chitosanu. Koncentrace alginatu i chitosanu se pohybovaly
v rozmezi 1-3 %. Do krytl byly nasledné ptidavany aktivni latky. Byly pfipraveny kryty
s pridavkem htebickového extraktu, skoficového extraktu, hiebickové silice, bromelainu
a lysozymu. Po optimalizaci byl jako nejvhodnéjsi zvolen kryt z 3 % koncentrace alginatu.

Obrazek 16: Nevldakenny kryt z 3 % alginatu
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5.4 Antimikrobiilni testy

Antimikrobialni aktivita extrakti, liposomd, geld a nevlakennych kryta byla testovana na dvou
kmenech bakterii — Micrococcus luteus, Serratia marcescens a kvasince Candida glabrata.
Jako vhodny test byla zvolena bujonova dilu¢ni metoda. Postup antimikrobialniho testu pomoci
dilu¢ni metody je popsan v kapitole 4.11.3. Tato metoda se provadi na tzv. mikrotitraénich
destickach ve sterilnim prostiedi. Zpracovani ziskanych dat bylo rozdéleno na dvé casti.
V prvni ¢asti byly analyzovany ucinky extraktt, ¢astic a xanthanovych gelt v 96 jamkové
desti¢ce, zatimco nevldkenné kryty byly testovany ve 24 jamkové. Ukazky vzorka
v mikrotitracnich desti¢kach jsou k vidéni nize (Obrazky 17 a 18). Pro piehledné srovnani
antimikrobialni aktivity byla vytvofena tabulka 7 a tabulka 8. Tyto tabulky shrnuji G¢inky vSech
testovanych vzorka.

Tabulka 7: Shrnuti vysledkii antimikrobidlnich testit

M. luteus S. marcescens C. glabrata
extrakt skofice ++ +++ +
extrakt hiebi¢ek ++ +++ 4+
hiebickova silice +++ +++ 4+
prazdné liposomy +++ + —
liposomy skofice + + _
liposomy hiebicek ++ +++ +
samotny gel +++ + ++
gel skofice + +++ +
gel hiebicek + +++ ++
gel hiebic¢kova silice +++ +++ 4+
gel bromelain 1 % ++ — _
gel bromelain 0,3 % + + _
gel lysozym 1 % ++ +++ ++

+++ viabilita pod 20 %; ++ viabilita mezi 20 a 50 %; + viabilita mezi 50 a 80 %; — viabilita
nad 80 %

Vsechny pfipravené vzorky extraktil, ¢astic a geli vykazovaly antibakteridlni aktivitu proti
bakterialnimu kmeni Micrococcus luteus. Nejvyssi antimikrobialni u¢innost k tomuto kmeni
pak mély kryty s obsahem silice, prazdné liposomy, samotny gel a gel s hiebickovou silici.

U rodu Serratia marcescens vykazoval minimalni antibakterialni aktivitu pouze gel
s obsahem 1 % bromelainu. Nejvyssi G¢innost mély vSechny pfipravené extrakty, liposomy
s hiebickem, vSechny gely s extrakty a gel s 1 % lysozymem.

Proti kvasinkovému kmeni Candida glabrata mél nejvétsi ucinnost extrakt s pridavkem
hiebicku, hiebickova silice a gel se silici. Minimalni aktivitu vykazovaly prazdné liposomy,
liposomy se skofici a gel s 1 % a 0,3 % bromelainem.

Nejlepsich vysledkil proti vS§em tiem testovanym kmentim doséhla hiebickova silice, at’ uz
ve form¢ samotného extraktu, tak také ve formé gelu. Buiky po ptsobeni hiebickové silice
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mély viabilitu pouze pod 20 %. Nejnizsi ucinnost vykazovaly z obecného hlediska liposomy
s ptidavkem skofice a gely s obsahem bromelainu. Viabilita sahala v téchto piipadech az nad
50 %.

Tabulka 8: Shrnuti vysledkii antimikrobidlnich testit nevlakennych krytii

M. luteus S. marcescens C. glabrata

skofice — + _
hiebicek ++ ++ _

hiebickova silice + ++ +++
bromelain 1 % — — _
bromelain 0,3 % — — _
lysozym 1 % — ++ _
lysozym 0,3 % — - _

+++ viabilita pod 20 %; ++ viabilita mezi 20 a 50 %; + viabilita mezi 50 a 80 %; — viabilita
nad 80 %

Stejnym zpuisobem jako byly testovany ucinky extraktdi, Castic a gell, byly testovany
i u¢inky nevlakennych krytd s obsahem aktivnich latek. Antimikrobialni aktivita proti
bakterialnimu kmeni Micrococcus luteus byla téméf nulova. Viabilitu v rozmezi 20 az 50 %
vykazovaly pouze buiiky po ptisobeni krytu s obsahem extraktu z hiebicku.

U kmene Serratia marcescens vykazovaly kryty nepatrné vyssi antibakterialni aktivitu, nez
tomu bylo u kmene piedeslého. Viabilita v rozmezi 20 az 50 % byla stanovena u nevlakenného
krytu s pridavkem hiebicku, hiebickové silice a 1 % lysozymu.

v v

Témer zadna aktivita nebyla zjisténa proti kmeni Candida glabrata. Jediny kryt, ktery byl
proti tomuto kmeni UCinny, byl nevlakenny kryt s obsahem hiebickoveé silice. Bunky po
pusobeni tohoto krytu mély viabilitu pod 20 %.

Celkové lze fict, ze nejlepSich vysledkid u antimikrobidlnich testdi nevlakennych krytd proti
testovanym kmentim doséhla hiebickova silice. U nevlakenného krytu s hiebickovou silici byla
viabilita proti dvéma kmentim mezi 20 a 50 % a u jednoho mezi 50 a 80 %. Nevlakenné kryty
s1% a 0,3 % bromelainem a s 0,3 % lysozymem vykazovaly proti v§em tfem testovanym
kmenim téméf nulovou U€innost.
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Obrazek 17: Mikrotitracni desticka pred zahajenim antimikrobialniho testu kryti proti Serratia
marcescens
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Obrazek 18: Mikrotitracni desticka pred zahdjenim antimikrobidlniho testu proti Micrococcus luteus

5.5 Priprava a optimalizace pFipravy nanovlakennych krytia

Nanovlakenné kryty na bazi PHB byly pfipraveny metodou forcespinning na zakladé postupu
uvedeného v kapitole 4.12. Jako nejvhodnéjsi koncentrace PHB pro metodu forcespinning byla
uréena koncentrace 4 %. Z této optimalizované koncentrace PHB byla poté pfipravena
nanovlakna s 5 %, 10 % , 20 % a 100 % piidavkem hiebickové silice. Pii 100 % piidavku
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hiebickové silice nevznikla pevna souvisla vlakna (Obrazek 19). U nanovladkennych kryti byla
zkoumana jejich antioxidacéni aktivita.

Obrdzek 19: Vidkna s pridavkem 100 % hiebickové Obrazek 20: Priklad prazdného
silice nanovlakenného krytu

5.6 Stanoveni antioxidacni aktivity nanovlakennych kryti

Antioxidacni G¢inek vlaken byl stanoven podle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.13. Hodnoty
aktivity byly vztazeny na ekvivalent Troloxu v ug na g vzorku z vytvotené kalibra¢ni zavislosti,
kde kalibra¢ni rovnice byla y = 0,001 1 X. VSechny vzorky byly naméfeny tikrat
a z namétenych hodnot byl vypocitany pramér a smérodatna odchylka. Hodnoty antioxidacni
aktivity jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Antioxidacni aktivita vidken a hiebickové silice

Vzorek Antioxidacni aktivita

5 % piidavek 81,17 +£ 10,20 pg/mg
10 % ptidavek 126,21 + 1,14 ng/mg
20 % pridavek 45,23 £ 11,05 pg/mg
hitebickova silice 137,05 + 5,46 mg/ml

Nejvyssi antioxidacni aktivita u vldken byla namétena u 10 % ptidavku hiebickové silice, a
t0 126,21 + 1,14 pg/mg. U 20 % piidavku, kde se dala cekat nejvyssi aktivita, byla antioxida¢ni
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silice jiz byla natolik vysoka, ze ovlivnila vlastnosti roztoku a na vldknech zlstalo jen ¢astecné
mnozstvi pfidané silice. Pii 100 % piidavku hiebickové silice se zménily i vlastnosti vldken
samotnych a vlakna neSla z pfistroje ani sundat. K porovnani byla naméfena i antioxida¢ni
aktivita samotné hiebickové silice, ktera ¢inila 137,05 + 5,46 mg/ml.
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6 ZAVER
Piedlozena bakalafska prace se zabyva pripravou a charakterizaci antimikrobialnich gelt
a krytli s obsahem antimikrobidlnich slozek a enzymi. K testovani antimikrobidlni aktivity byl

Z rostlinnych materidlti vybran extrakt ze skofice, hiebicku a hiebickova silice. Ze zastupct
enzymu s antimikrobidlnim uc¢inkem byl zvolen lysozym a bromelain.

Z hiebicku a skoftice byly pfipraveny extrakty vodné a ethanolové v odlisném procentualnim
zastoupeni. VSechny piipravené extrakty byly charakterizovany z hlediska celkového obsahu
fenolickych latek a celkového obsahu flavonoidi. Nevyssi koncentraci fenolickych latek mél
z hiebickovych extraktti vzorek, ktery obsahoval 60 % ethanolu (33,80 + 2,07 mg/g). Ze
skoficovych extraktl to byl extrakt s 80 % ethanolu (5,68 + 0,31 mg/g). Flavonoidi obsahoval
nejvice skoficovy extrakt s obsahem 40 % ethanolu (5,34 + 0,21 mg/g). Z hiebickovych
extrakti to byl vzorek s 96 % ethanolu (2,82 + 0,22 mg/qg).

Dale byly vybrané extrakty enkapsulovany do liposomu. Liposomy byly pfipraveny ze
skoficového extraktu, obsahujiciho 60 % ethanolu, a hfebickového extraktu, obsahujiciho 80 %
ethanolu. U pfipravenych castic byla stanovena velikost, stabilita a enkapsula¢ni G¢innost.
Liposomové castice s extraktem skofice (154,60 2,10 nm) mély podobnou primérnou
velikost, jako liposomové Castice s extraktem hiebicku (157,47 + 2,84 nm). Stabilita ¢astic byla
testovana z hlediska zeta potencialu. Liposomové Castice s extraktem skofice byly povazovany
za velmi stabilni, nebot’ pfekonaly absolutni hodnotu zeta potencialu 30 mV, Liposomové
castice s ptidavkem extraktu hiebicku se ukdzaly také jako stabilni, jelikoZ se k této hranici
stability velmi pfiblizily (—29,50 1,06 mV). Pro stanoveni enkapsula¢ni uc¢innosti byla
stanovena koncentrace fenolickych latek v roztoku pied 1 po enkapsulaci. Enkapsulac¢ni
ucinnost byla u obou extraktli pomérmné nizka. Vyssi enkapsulacni u¢innost byla stanovena
u extraktu ze skofice, a to 31,88 %. Extrakt z hiebicku mél enkapsulaéni ucinnost pouze
22,62 %. Uvolnéni aktivni latky do roztoku mohlo byt zpisobeno nedostate¢nou pevnosti
membrany obklopujici liposomy a hydrofilitou extraktt, které mély tendenci zlstavat ve
vodném prostiedi obklopujici ¢astice.

V dalsi casti prace byly pfipravovany nevlakenné kryty ze dvou materiall, z alginatu
a chitosanu. Po optimalizaci byl jako nejvhodné&jsi kryt zvolen kryt s koncentraci alginatu 3 %.
Do tohoto gelu byly nasledné pfidany extrakty ze skofice, hiebicku a hiebickova silice. Dale
byly pro stanoveni antimikrobidlni u¢inku pfipraveny hydrogely. Pro piipravu byl pouzit 1 %
roztok xanthanové gumy.

Na zavér byla testovana antimikrobidlni aktivita extraktd, gelt a liposoml pomoci bujonové
dilu¢ni metody. Testy byly provedeny proti gram pozitivni bakterii Micrococcus luteus, gram
negativni bakterii Serratia marcescens a kvasince Candida glabrata. Vsechny pftipravené
extrakty, gely a liposomy vykazovaly antibakteridlni aktivitu proti bakterialnimu kmeni
Micrococcus luteus. Nejvyssi antimikrobialni Gc¢innost k tomuto kmeni pak mély kryty
s obsahem hiebickové silice. U rodu Serratia marcescens vykazovaly nejvyssi G¢innost
vSechny pfipravené extrakty, liposomy s hiebickem, vSechny gely s extrakty a gel s1%
lysozymem. Proti kvasinkovému kmeni Candida glabrata mél nejvétsi Gcinnost extrakt
s ptidavkem hiebicku, hiebickova silice a gel se silici. Z celkového hlediska pii zkoumani
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ucinnosti proti vSem testovanym kmenim dosdhla nejvyssi u€innosti hiebickova silice, at’ uz
ve formé samotného extraktu, nebo ve formé gelu. U testovani nevlakennych krytti s obsahem
aktivnich latek byla hiebickova silice také nejicinnéjsi. Ostatni latky ptidané do nevldkennych
krytii vykazovaly proti testovanym kmentim minimalni antimikrobialni aktivitu.

U vlaken byla testovéana jejich antioxidacni aktivita. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla
naméfena u 10 % pfidavku hiebickové silice, a to 126,21 +1,14 pg/mg. Pti vyssich
koncentracich silice dochazelo k ovlivnéni vlastnosti roztoku a vladken, a s vlakny se jiz nedalo
nadale pracovat. Ke srovnani byla namétfena antioxidacni aktivita samotné hiebickové silice,
ktera ¢inila 137,05 + 5,46 mg/ml.

Déle by se pro zlepSeni ucinku mohla zkoumat moznost kombinace vybranych aktivnich
slozek a jejich postupné uvoliiovani. Praktické vyuziti by nanovlakenné a nevlakenné kryty
mohly najit naptiklad pii 1€cbé koznich ran. Nanovldkenné kryty by napomahaly pii hojeni
uzavienych ran, zatimco nevldkenné kryty by udrzovaly optimdlni prostfedi v ranach
otevienych. Antimikrobialni G¢inky geld by se mohly také vyuzit v riznych vyrobcich
kosmetického pramyslu [55].
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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