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Abstrakt

Diplomova prace byla zaméfena na pfipravu a charakterizaci nanocastic a nanovldken
s obsahem aktivnich latek z vybranych bylin s cilem aplikovat tyto materidly v ptipravcich
proti akné. Testovany byly riizné typy extraktd, u kterych byl sledovan obsah polyfenolt,
flavonoidii a antioxidaéni aktivita. Extrakty byly dale enkapsulovany do liposomt a vlaken
Z polyhydroxybutyratu.

U pfipravenych liposomi a vldken byla sledovéna ptfedevSim antioxidacni aktivita a
antimikrobialni aktivita vici kmenu Propionibacterium acnes. Liposomové castice byly
nasledné aplikovany 1 do kosmetickych emulzi. Tyto krémy vykazovaly vysokou antioxida¢ni
aktivitu a vynikajici stabilitu stanovenou pomoci analytické centrifugace.

Také ptipravend nanovlakna vykazovala vysokou antioxidacni aktivitu a rovnéz byl
prokazan jejich antimikrobidlni u¢inek. Pripravené Castice i1 vldkna byly na zavér otestovany
Z hlediska jejich bezpec¢nosti pii kontaktu s humannimi buiikami. Pfi vhodné koncentraci
nebyl prokazan zddny cytotoxicky ucinek a testované materialy Ize tak vyuzit pti aplikacich

pti problémech s akné.

Kli¢ova slova: akné, MTT test, nanovlakna, nanocastice, Propionibacterium acnes

Abstract

The diploma thesis was focused on the preparation and characterization of nanoparticles
and nanofibres with active substances from chosen herbs with the aim to apply this materials
to the products against acne. Various types of extracts were tested on the content of
polyphenols, flavonoids and antioxidation activity. These extracts were encapsulated to the
liposomes and fibres of polyhydroxybutyrate.

Prepared liposomes and fibres were tested mainly on antioxidation activity and
antimicrobial activity against the strain Propionibacterium acnes. Then, liposomes were
applied to cosmetic emulsions. These creams reported high antioxidation activity and
excellent stability determined by analytical centrifugation.

Prepared nanofibres also reported high antioxidation activity and antimicrobial effect as
well. Finally, particles and fibres were tested in contact with human cells. In appropriate
concentration, there was no cytotoxic effect and tested materials can be used in applications

on problems with acne.

Key words: acne, MTT test, nanofibres, nanoparticles, Propionibacterium acnes
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1 Uvod

Kuze je nejen ,,obalem* naseho téla, ale ma i fadu zivotné vyznamnych a také nezbytnych
funkci. Je proto dilezité se o ni starat i pokud je zdrava [1].

Kozni problémy a akné trapi nemalé mnozstvi populace po celém svété. Presto, ze je akné
spojovano piedev§im s mladistvou populaci, stale Castéji se objevuje také u dospélych (a to
predevsim Zen) [2]. Cim dal vice pacientll stakovymto typem onemocnéni, ale i b&ni
spotiebitelé kosmetickych vyrobku, chtéji radéji produkty ptirodniho rostlinného pivodu nez
konvenéni chemicky syntetizované. Divodem je piedevsim to, Ze pfirodni produkty jsou
spottebiteli vnimany a povazovany za bezpecnéjsi a Setrnéjsi. Vyrobky s prirodnimi aktivnimi
latkami se pak souhrnné oznacuji jako kosmeceutika a na rozdil od béZznych pripravki nejsou
vSak tyto pfirodni slozky regulovany a tim padem také postradaji farmaceutickou kvalitu,
deklarovanou bezpe¢nost a Géinnost [3].

Pivodni a klasicka 1écba akné piedevsim antibiotiky byva dobfe snasena a je t€inna, nema
vSak preventivni efekt a problémem je také stdle se zvySujici rezistence (piedevSim
K tetracyklinu a erytromycinu, dale se pouzivaji clindamycin nebo chloramfenikol).
Antibiotika tedy nemohou byt aplikovana dlouhodobéji a je tfeba u nich velmi dbat na
pravidelnost.

Cilem mé diplomové prace je proto sledovat aktivni latky v olejovych, vodnych a
ethanolovych extraktech zvolenych bylin a stanoveni jejich antimikrobialni Géinky proti
bakterii svazané s vyskytem akné Propionibacterium acnes. Pro zvySeni stability budou
ucinné latky enkapsulovany do rtznych typa Castic a také nanovlaken. Kromé samotnych
piirodnich  extrakti bude zkoumdna moznost kombinace s vybranymi 1éCivy
s antimikrobidlnimi uc¢inky a také aplikace do konkrétnich kosmetickych produkti. Nedilnou
soucasti bude také testovani bezpecnosti takovych piipravkill, a to pomoci testu viability na

lidskych koznich bunkach keratinocytech - tzv. MTT testu.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Akné

Akné patfi mezi multifaktoridlni onemocnéni s mnoha pfi¢inami. I presto byva stale
povazovano pouze za problematickou, precitlivélou plet. Jednd se pfitom o neinfekéni
zanétlivé onemocnéni mazovych 7laz a vlasovych folikuli. Cinnost mazovych 714z je fizena
hormonalng, proto jsou hormony (pfedev§sim pak pohlavni — androgeny a estrogeny) pfi
vzniku akné velmi podstatné. Mezi nejucinngjSi a nejvyznamnéjsi androgeny kize patii
dihydrotestosteron vznikajici z testosteronu ptisobenim enzymu 5-alfa reduktdzy, kterd se
nachazi v kiizi, v mazovych zlazach a vlasovych folikulech. Androgeny plisobi na mazové
zlazy vzdy povzbudivé a dochazi ke zvySené tvorbé mazu, zaroven ale zalezi na lokalité
(nejvice mazovych Zlaz se nachazi na obliceji, v horni poloviné trupu a horni poloving zad —
tedy na mistech typickych pro vyskyt akné). Estrogeny naopak ¢innost mazovych Zlaz spise

utlumuji.

Na celkovém vzniku akné se podili pfedevs§im vnitini faktory, a to [1]:

e ZvysSena tvorba mazu (seborea) — na zakladé zvySené Cinnosti mazovych Zlaz, za
kterou odpovidaji vySe zminéné androgeny (dale jeSt¢ hormony podvésku
mozkového, §titné Zlazy a ptisobeni centralniho nervového systému).

e ZvySena a zrychlena produkce zrohovatélych bunck ve folikulech a ve vyvodech
mazovych zlaz. Tyto buiiky maji vyssi pfilnavost, coz ztézuje jejich odlucovani,
blokuji uvoliiovani mazu na povrch kize a ucpavaji vyvody folikult.

e Bakterialni mikrofléra — pfedevsim jde o mikroorganismus Propionibacterium acnes,
jehoz kolonie osidluji hlubsi ¢asti folikula, kde je anaerobni prostiedi. Jeho piisobeni
na vznik zanétu pii akné je ale nepfimé — projevy zartiZovélych pupinkl jsou
disledkem vytvareni a piisobeni protildtek proti této bakterii. Teprve nadmérné
mnozstvi mazu tvori ptiznivé prostiedi pro nartistani poctu propionibakterii — tim se
také zvySuje pocet jimi produkovanych aktivnich latek, které pfispivaji ke vzniku
komedonu i k zanétlivé reakci. Propionibacteirum acnes totiz produkuje enzymy
lipazy S$tépici tuky na mastné kyseliny. Nékteré z nich plisobi nepfiznivé na sténu
folikulu, ktery praska a pritomné bilé¢ krvinky pak reaguji na jeho obsah jako na cizi
téleso a dochazi ke vzniku uzlicku (granulomu). Tato reakce je ale zcela individualni
a odrazi se v klinickém projevu akné.

e Deédicnost — urcuje rozsah velikosti a intenzitu funkce mazovych Zldz a predev§im

zvySenou citlivost androgennich receptorti pro androgeny.
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e Psychosomatické souvislosti — akné zhorSuji napt. rizné stresy, vyznam dale mize
mit napi. chronickd zacpa, ale i jina loziska infekce (zubni vacky, chronické zanéty
krénich mandli....), nebo hore¢natd onemocnéni s nadmérnym pocenim. Mohou se
podilet také nékteré potraviny, slune¢ni zafeni, mechanické¢ drazdéni, Skrabani a
intenzivni vymackavani aknéznich projevti, chemické latky nebo kosmetické krémy.

e N¢které Iéky — predevsim bromidy, jodidy a chloridy, dale vitamin B12, steroidni

hormony, nékteré I€ky na epilepsii, psychofarmaka a dalsi.

Projevy akné se tedy za¢nou tvofit tak, ze se ve vyvodech folikulli zacnou hromadit
rohové Supinky a maz, dochazi k jejich ucpani a tvofi se mikrokomedony. DalSim
hromadénim tohoto obsahu se projevuji jiz okem patrné znamky na kizi v podobé
uzavienych komedonti — ,,bilych hlavicek®. Ty pfedstavuji jesté nerozSifrené usti vyvodu
folikulti, dal§im plnénim dochézi k rozSifovani tohoto Usti a na povrchu kiize se zacinaji
objevovat oteviené komedony — ,Cerné hlavicky®”, jejichz zbarveni je dano oxidaci
melaninu [1].

Nasleduji zanétlivé projevy, jako pupinky, nestovicky, uzly, viedy nebo infiltraty vzniklé
uzavienim vyvodu, kde se tvoii vhodné prostiedi pro bakterie, kvasinky a stafylokoky. Pokud
je zanét tézky a dojde ke zniCeni celé mazové zlazy, vznika jizva. Celkové schéma je
uvedeno na Obr. 1.

b) Otevieny komedon ¢) Zanétliva reakce

a) Uzavieny komedon

&
rohova zatka
zbarvena melaninem

e

folikulami kanal p(eplneny_,
mazem, rohovinou

€,

- ztentujici se sténa
“© folikulaminho kanalu

kolonie
Prop. acnes

\ \"-,
prasknuti stény |
folikulamiho kanélu |
|

Obr. 1 Vznik komedonit a zanétu [1]
Existuje mnoho typii aknézniho onemocnéni, vétSinou se ale jevi velmi podobné, coz je

déno postizenim stejné lokality. PfiCiny jsou ovSem dany pomérem jednotlivych faktort,

jejichz ucinky se mohou séitat [1]:
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Typy akné jsou déleny do 3 zakladnich skupin [1]:
e formy akné podminéné vnitinimi dispozicemi — piedevsim acne vulgaris s dalsimi
klinickymi formami (dle zavaznosti)
e formy akné podminéné zevnimi faktory

o akneiformni formy akné — vedlejsi projev uzivani nékterych 1éka

2.1.1 Propionibacterium

Jak jiz bylo zminéno vyznamny vliv na tvorbu projevii akné mé i1 mikrobidlni mikrofléra
predevsim Propionibacterium acnes.

Jedna se o grampozitivni, nesporulujici anaerobni bakterii, kterd ma tvar kyjovité tyCinky.
Bakterie rodu Propionibacterium se v lidském téle vyskytuji bézné napf. v zazivacim traktu,
v kizi, v Gstni duting, vnéj$im zvukovodu, o¢nich spojivkach [3], dale je nalezneme v mléce a
mlécnych vyrobcich, v padeé nebo ve vode. Rod zahrnuje bakterie propionového kvaseni, pti
kterém je kyselina mlécna zkvaSovana na kyselinu propionovou, octovou a na oxid uhli¢ity.
Tyto bakterie jsou také vyuzivany v potravinarstvi pii vyrob¢ syru [4].

Propionibacterium acnes bézné kolonizuje piedev§im kiazi, nalezneme ho vSak i na
ostatnich zminénych ¢astech lidského téla. Nejveétsi koncentrace této bakterie je v mistech s
velkou tvorbou mazu, tedy na tvafi, pokozce hlavy a horni poloviny trupu. Propionibacterium
acnes bude vpiedlozené praci pouzit jako jeden z testovacich mikroorganismi

v antimikrobidlnich testech.

2.2 Hodnoceni antimikrobialnich u¢inku

Mikrobiologie je védou studujici Zivé organismy mikroskopické velikosti — tedy
mikroorganismy, mezi které se fadi protozoa, houby (tedy plisné a kvasinky), bakterie a viry.

Mikroorganismy se vyskytuji vSude kolem nds a jsou také soucasti nds samotnych. V kiizi
se za normalnich okolnosti vyskytuji bakterie pfedev§im rodu Staphylococcus (S. epidermidis,
S. hominis a dalsi). V mistech s vyssi koncentraci triglyceridi v mazu se vyskytuji bakterie,
které maji schopnost produkce lipazi (lipofilni korynebakterie, anaerobni propionibakterie,
brevibakterie). Zhub se vlidské kuzi vyskytuji kvasinky rodu Candida, Torulopsis,
Pityrosporum. Normalni flora klize je ale ovlivnéna jejimi vlastnostmi jako je vlhkost,
umisténi mazovych a potnich zlaz a kontaminaci ze sousednich sliznic (nos, koneénik) [6].

Ke spravné identifikaci mikroorganismt je potieba je kultivovat, musi byt poskytnuty

vhodné ziviny a zajistény optimalni fyzikalni podminky [7].
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Pro zjiStovani antimikrobialnich G¢inkl jsou vyuzivany mikroorganismy, na kterych jsou
dané latky testovany. Metody délime na dilu¢ni a difuzni [8], [9]. K testovani byly vybrany
krom¢& Propionibacterium acnes také zastupce gramnegativniho druhu bakterii Serratia

marcescens a grampozitivni Micrococcus luteus [5].

2.2.1 Dilucni metody
viditeln€ inhibuje rist daného mikroorganismu. Slouzi také ke kvantifikaci.
Do kultiva¢niho média se pridava pfesné mnozstvi testované latky a hodnoti se absence

ristu mikroorganismu. Mezi dilu¢ni metody patii agarova a bujonova dilu¢ni metoda [8], [9].

2.2.2 Difuzni metody

Principem je difuze testované latky ze zdroje do okoli, diky ¢emuz vznikd klesajici
gradient koncentrace, ktery zabrani ristu mikroorganismu. Hodnoceny jsou pak tzv. inhibi¢ni
zony.

Metody jsou provadény na pevnych ptidach, na jejichz povrchu jsou zaockovany testovaci

mikroorganismy [8], [9].

2.2.3 Epsilon test

E-test je metodou kombinujici pfedchozi difuzni 1 dilu¢ni metody, Ize pomoci ného
stanovit také hodnotu MIC.

Na agar s nanesenym testovacim mikroorganismem jsou aplikovany E-testové prouzky. Ty
na svych krajich maji koncentracni gradient testované latky, ktera pronikda do média a
ovliviiuje rust. Nasledné je po ukonceni kultivace vytvofena elipsoidni inhibi¢ni zona a

hodnota MIC se ode¢ita v misté priniku okraje prouzku s hranici ristu bakterii [10].

2.3 Cytotoxicitaa MTT test

Utinky 8kodlivych latek na buiiky miize byt riizny. V nékterych piipadech $kodlivéa latka
méni nékteré bunécné procesy, priemz Zivotaschopnost buiiky je zachovana. Pak se jedna
0 cytopaticky efekt. Jindy nejsou poskozeny zakladni funkce buiiky udrzujici jeji vitalitu, ale
burika se nemiize délit a mluvime tak o cytostatickém efektu. Je-li bunika upIné usmrcena,
jedna se o cytotoxicky efekt [11].

Pti ireverzibilnim poskozeni nemusi dojit k jejimu zéniku ihned, bunéné funkce casto

odpadavaji a bunka degeneruje. I presto, ze bunky maji obvykle velkou regeneracni
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schopnost, nedokazi obnovit (pfi ireverzibilnim poskozeni) organely, které maji vlastni DNA
— tedy jadro a mitochondrie [11].

VétSina latek plsobi tak, Ze zasahuje do mechanismu, které vytvareji a udrzuji strukturu
buiky na urovni molekularni, submikroskopické a mikroskopické. Postizeni bunécnych
struktur byva komplexni a mechanismus neni pesné znam [11].

Vsechny Zivotni procesy jsou zavislé na dodavce energie — predev§im z makroergickych
vazeb organickych fosfati — nejcastéji ATP. Tato energeticky bohata molekula je ziskana
Stépenim uhlikatého ftetézce glukozy v glykolyze, nebo oxidaéni fosforylaci (oxidaci
vodiku z organickych latek). Oxidacni fosforylace je lokalizovana na wvnitfni membrané
mitochondrie, poSkozena miize byt poruSenim struktury membrany mitochondrie, odpojenim
oxidace od fosforylace ADP na ATP, nebo =zasahem do pienosu energie pfi
fosforylacich [11].

Pti zjiStovani cytotoxickych ucinkiti latek se pouzivaji cytotoxické testy viability
(zivotaschopnosti) bunék. Jeden znich, MTT test, je zalozen na schopnosti bunéc¢né
NAD(P)H dependentni dehydrogenazy (ptfitomné v mitochondrii zivé buiiky) redukovat MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) tetrazoliové barvivo(Zluta
barva) na nerozpustny formazam (fialova barva) [12]. Ten zlstava uvnitt bun€k ve formé
granuli a po pfidani detergentu (napt. SDS) a okyseleni se barvivo uvolni a rozpusti. Vznikly
roztok je hodnocen spektrofotometricky a intenzita fialové barvy je umérna poctu zivych
bun¢k [13].

MTT bude v této praci provadén na lidskych koznich bunikach — keratinocytech.

2.3.1 Keratinocyty

Keratinocyty jsou hlavnimi typy bunck epidermis (pokozky). Mimo né se zde vyskytuji
také melanocyty produkujici pigment melanin, antigen-prezentujici Langerhansovy buniky a
hmatové Merkelovy butiky. Keratinocyty tvofi v epidermis pét vrstev — bazalni (s mitoticky
se délicimi bunkami, nachdzi se zde 1 melanocyty a Merkelovy buiiky), ostnitd (zde probiha
produkce keratinu a dalsich proteinti, jsou zde také Langerhansovy buiiky), zrnita (zde buiky
podléhaji procesu keratinizace), svétla a rohova (tvofena odumielymi zrohovatélymi bunikami
slozenymi vét§inou z keratinu). Celkové schéma je znazornéno na Obr. 2 [14].

Tloustka epidermis se li§i na jednotlivych ¢astech téla (napt. na dlanich a chodidlech je
vrstva siln€j$i nez na hlaveé) a méni se od 75 um do 1,4 mm [14].

Pii poranéni ktize podporuji keratinocyty zanétlivy proces produkci cytokini a tim

napomahaji celkovému procesu hojeni [15].

13



Lipidowvy film

Vrstva bunék
rohovych
Vrstva bunék
svétlych
Vrstva bunék
zrnitych

(]
N -
A P =

= =
Q o =
5] <]
T | ©
g |NE
5|4
& 3 8 Vrstva bunék
== f>3 ostnitych
E= ™
S(158
£188
‘g’ o
X

Vrstva bung&k
zékladnich
Bazalni

membrana
Skara . :

Obr. 2 Skladba epidermis [1]

2.4 Pouziti nanocastic a nanovlaken v kosmetice

Jak jiz bylo feceno, lidska kize (a hlavné pak rohova vrstva) slouzi jako bariéra proti
proniknuti cizorodych latek [16], [17]. Cizorodé¢ latky tak do lidského té€la nemohou
vstupovat, anebo pronikaji, ale pouze v malé mife. Latky mohou do téla pronikat

intercelularné (prochazet mezibunéénymi prostorami), nebo transcelularné (prostupovat

vvvvv

zrohovatéla vrstva, tzv. stratum corneum [18].
Diky této vrstvé je kiiZze pro vétSinu latek tézko propustnd, mirné propustnd vSak stratum

corneum mize byt pro lipofilni, tak i pro hydrofilni latky. Povrch kiize neni kompaktni a tak

mohou latky pronikat cestou pfes mazové Zlazy, cestou potnich Zlaz, nebo ptes vlasovy

folikul. Obecné plati, ze v tucich rozpustné latky se vstiebavaji nejvice zlazami mazovymi,

latky ve vodé rozpustné zase Zlazami potnimi.

oy ee

Lipofilni latky vSak mohou difundovat bunéénymi membranami az do hlubsich vrstev a ze

skary a podkozi nasledné az do ob&hového systému [18].
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Obr. 3 Schematické zndzornéni priiiezu lidskou kizi [18]

a — keratinizovana vrstva stratum corneum; b — epidermis; ¢ — krevni kapilara; d —
Skara, dermis; e — mazova Zlaza; f — potni zlaza; g — vlas; h — tukova tkan v podkozi;
i —nerv

2.4.1 Nanocastice

Pii pouzivani kosmetickych ptipravku je Zadouci, aby se aktivni latky ptes kazi dostaly.
Proto se v kosmetice pouzivaji takzvané nosiCové systémy (delivery systems). Ty totiz zvysuji
propustnost aktivnich latek a reguluji jejich koncentraci jak v samotném ptipravku, tak poté
v kiizi. NosiCoveé systémy vSak pfedevSim zarucuji uvolnéni aktivni latky az v daném misté
ucinku. Pro kosmetické vyrobky pak plati, Ze se aktivni latka ma drzet ve vrchnich vrstvach
pokoZky a nema se absorbovat do hlubSich vrstev.

Schopnost nosi¢ovych systémi uvoliovat aktivni latku postupné dale umoziuje pouziti
takovych latek, které jsou ve vyssich koncentracich drazdivé, nebo maji byt uvoliiovany po
delsi dobu. Mezi dalsi vyhody patii zajisténi stability a ochrana samotné aktivni latky proti
vnéjSim vlivim jako je svétlo, kyslik nebo teplo. Mohou byt také maskovany nepiijemné
organoleptické vlastnosti, u tékavych latek lze zabranit jejich vyparovani [16].

Zminované nosicové systémy délime na vezikularni (liposomy, niosomy, transfersomy),

emulzni (mikroemulze, nanoemulze) a ¢asticové (mikro a nanocastice) [16].
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Liposomy jsou dnes vyuzivany v potravinaistvi, kosmetickém a farmaceutickém primyslu
[16]. Jsou to kulovité vezikularni jedno nebo vicelamelarni Castice. Lamely jsou slozeny
z fosfolipidové dvojvrstvy, ktera ma hydrofilni hlavicku a hydrofobni konec (viz. Obr. 4), coz
zarucuje amfifilni charakter liposomt. Miizeme tak do nich inkorporovat jak hydrofilni, tak
hydrofobni latky. Velikost maji od 25 az do 10 000 nm [19]. Jejich nevyhodou je nizsi
stabilita fosfolipidové dvojvrsty, ktera ale mize byt zvySena napf. potazenim
polysacharidovou vrstvou. Dalsi z vezikularnich systéma byly vyvinuty pravé na zakladé

liposomut [16].

‘r//,,fhydrofﬂni
hlavicka
: vodny roztok

nydrofobni
konec

Obr. 4 Schéma liposomu, prevzato a upraveno z [20]

Niosomy jsou biokompatibilni a biodegradovatelné vezikuly slozené z neiontovych
povrchové aktivnich latek (surfaktantd) a v nékterych piipadech z cholesterolu nebo jeho
derivati (pro zlepSeni stability dvojvrstvy surfaktantu). Pro snizeni rizika agregace
jednotlivych ¢astic, zvySeni enkapsulacni u¢innosti a zvyseni nasledného priniku do kiize se
pouzivaji nabité molekuly. Niosomy jsou také stabilnéjSi a jednodus$i na piipravu nez
liposomy, a to diky vyss§i odolnosti surfaktantl proti oxidaci a vy$§im teplotam [16].

Transfersomy jsou deformovatelné vezikuly tvoiené fosfolipidy a aktivatory. Témi byvaji
jednofetézcoveé surfaktanty s velkym polomérem zakfiveni, které zvySuji pevnost dvojvrsty.
Diky tomu jsou pak transfersomy pii primiku do kiize elastické a odoIné proti prasknuti [16].

DalSim typem vezikuli jsou ethosomy, coz jsou fosfolipidové vezikuly s vysokym
obsahem ethanolu (az 50 %). Jsou také dobie deformovatelné a dobie pronikaji kiazi do
hlubSich vrstev nez tfeba transfersomy, maji ale niz8i stabilitu v0i¢i oxidativnim
procesum [16].

Lipidovymi nanocasticemi pak rozumime koloidni nanoemulzni disperzi O/V. Kapalny

olej je nahrazen pevnymi lipidy (v pfipadé pevnych lipidovych nanocéstic), nebo smési
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pevnych a kapalnych lipidd (pak vznikaji nanostrukturované lipidové nosice). Oproti
liposomiim degraduji in vivo pomaleji.

Nano/mikrocastice v sobé zahrnuji nano/mikrosféry (skladajici se z rozptylené aktivni
latky v polymerni matrici) a nano/mikrokapsle (tvofici zasobarnu s jadrem a obalem jako
bariérou chranici aktivni latku). Byvaji v kosmetice pouzivany zejména jako konzervaéni a

antibakterialni latky. Jejich pfiprava probiha nejéastéji sprejovym susenim [16].

2.4.2 Nanovldkna

S rozvojem nanotechnologii roste také zajem o vyzkum nanovldken. Nejvétsi rozvoj
zaznamenala technika electrospinningu, pomoci které lze pfipravit nanovlakna o priméru od
desitek nanometrt po jednotky mikrometrti. Dtilezitou vlastnosti nanovlaken je vysoky pomer
povrchu k objemu. Mohou tak byt vyuZita pro vysoce efektivni filtrace, v tkanovém
inzenyrstvi jako scaffoldy nebo jako Kryti ran.

Mezi hojné vyuzivany polymer pro piipravu nanovlaken patii PHB (poly-(3-
hydroxybutyrat)). Jde o ptirodni, pln¢ degradabilni a biokompatibilni polymer produkovany
nékterymi mikroorganismy [21]. Dal$imi vyuzivanymi materialy jsou zelatina, chitosan,
polyuretany, alginaty, polykaprolakton, polyvinylalkohol, karboxymethyl celuléza, kyselina
polymlécna a dalsi [22].

2.5 Moznosti pripravy nanocastic a nanovlaken

2.5.1 Priprava liposomi

Moznosti piipravy liposomu je vice. Obecné zahrnuje rozptyleni lipidovych molekul ve
vodné fazi. Pro samotny vznik liposomid se pouZivaji metody mechanické (pomoci
ultrazvuku, odpafovanim na tenké vrstvé, mikrofluidizaci nebo extruzi), nahrazeni
organického rozpoustédla vodnym médiem (injekce ethanolu, odpafovani reverzni faze) nebo

odstranéni detergentu [16].

2.5.2 Priprava nanovlaken

Nanovldkna byvaji pfipravovana nejcastéji metodou electrospinningu, nebo pomoci
rota¢niho zvlédknovani.

Principem electrospinningu je produkce tenkych polymernich vlaken z roztoku polymeru,
a to pasobenim elektrostatické sily. Na konec kapilary, ve které je roztok polymeru, je
aplikovano elektrické pole, coz indukuje nadboj na povrchu kapaliny. Jak se elektrické pole

zvétsuje, kapka na konci kapilary se zacne prodluzovat a tvofit tzv. Taylortiv kuzel. Az stale
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se zvetSujici elektrostatickd sila pfekona povrchové napéti, je ze Spicky Taylorova kuzele

vystiiknut tenky proud nabité kapaliny, ze které se zatne odparovat rozpoustédlo. Vzniklé

polymerni vlakno je v pevném skupenstvi zachycovano na kovovém kolektoru [23].
Aparatura, jejiz schéma je na Obr. 5, obsahuje tii komponenty — zdroj vysokého napéti,

jehlu napojenou na stiikacku s roztokem polymeru a uzemnény kolektor [24].

S

Obr. 5 Schéma electrospinningu [25]

Dalsi moznosti piipravy nanovldken je rotacni zvlakiovani (forcespinning), které vyuziva
vnéjsi odstredivou silu. Velikou vyhodou je rychlost produkce vlaken a také velké mnoZstvi
materiald, které 1ze pouzit — polymery, kovy, kompozity nebo keramiku [26].

Geometrii a morfologii vldken lze kontrolovat pomoci rotacni rychlosti, systému sbirani

vznikajicich vldken a teploty [27]. Celkové schéma je vidét na Obr. 6.

vstup vlakno
rotor polymeru

kolektor

Obr. 6 Schéma rotacniho zvldkinovani, prevzato a upraveno z [28]
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2.6 Charakterizace nanodastic a nanovlaken

2.6.1 Nanocdastice

Velikost ¢astic se V mikrodisperznich soustavach méfi ¢asto metodou DLS — dynamického
rozptylu svétla. Principem je fluktuace intenzity rozptyleného svétla ze zdroje diky Brownovu
pohybu, kterému castice podléhaji [29].

Koloidni stabilita a mira tendence Castic agregovat je pak vyjadfena zeta potencidlem. Jde
o potencial na roviné skluzu mezi Ccastici a sdruzenou dvojvrstvou s obklopujicim
rozpoustédlem. Nizky zeta potencidl (v rozmezi -30 az 30 mV) bude znalit, Ze Castice se

nebudou odpuzovat dostate¢né k tomu, aby se zabranilo jejich shlukovani [30].

2.6.2 Nanovlakna

Uspésnost enkapsulace aktivnich latek u pfipravenych nanovlikna byla v této praci
analyzovana technikou FTIR (infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci).
Podstatou metody je interakce infracerveného zafeni (coz je zafeni o vinové délce 0,5 az
800 nm, a tedy vlnoctech 20 az 12500 cm?) se studovanou hmotou. Energie fotont
infraCerveného zafeni postacuje pouze ke zméné rotané-vibracniho stavu molekuly. A tyto
ziskané¢ hodnoty vibra¢nich energii souvisi s pevnosti vazeb, geometrii a hmotnosti jader.

Tato technika tedy slouzi zejména k identifikaci a charakterizaci struktury latek [31].

2.7 Vybrané piirodni latky

Heimanek pravy(Matricaria chamomilla) je jednoleta, bohaté kofenujici rostlina s ibory
S bilymi trubkovitymi a zlutymi tercovymi kvéty. Pochazi z vychodu Stiedomoii a u nas roste
na rumistich, v polich a u cest. Je to vyznamna 1é¢iva rostlina, z kvétt se pfipravuji Caje,
odvary anebo lze pouzivat i zevné [32].

Diky obsahovym latkam tiSi zanéty a kiecCe, pusobi pfizniveé pti vnéjSich zanétech, na kozni
ekzémy nebo pii popaleninach [33] [34].

Kopfiva dvoudoma (Urtica dioica) roste hojné na rumistich, v kfovinach a na pasekach.
V dobé valek slouzila také jako ptadna surovina [32]. Lze ji zpracovat jako zeleninu na
zpiisob Spenatu, vylisovana §t'dva je bohata na vitaminy a zmirfiuje napf. jarni Gnavu.

Jako lécivka piisobi proti artritidé, revmatu a proti onemocnénim mocovych cest a prostaty.
Ve formé ¢aje slouzi k celkovému procisténi organismu [33]. Diky chlorofylu ma vyznamné
protizadnétlivé ucinky, v kosmetickych ptipravcich se pouziva k redukci pachii a poceni, na

ekzémy, popaleniny, po zaliti horkou vodou se pouziva také na akné [35].
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Jetel luéni (Trifolium pratense) roste na loukach, pastvindch a okrajich cest. Uz
od 18. stoleti sedlaci vysévali jetel, ktery jim slouzil jako krmivo, ale také jako hnojivo bohaté
na dusik. Kvete od ¢ervna do zafi.

Lécebné ulinky jetele jsou spojeny s mirnénim potizi v obdobi klimakteria [33]. Ma
dezinfekéni a stahujici G€inky, pouziva vnitin€ i na zanicené a hnisavé rany, ekzémy, nebo pii

revmatitidé [36].

Rebfi¢ek obecny (Achillea millefolium) roste na loukach, pastvinach a u cest [32].
Obsahuje podobn¢ éterické oleje jako hefmanek, pomaha hojit rany a zmirnovat zazivaci
potize, pfi cévnich onemocnénich (upravuje tlak), zastavuje krvaceni. Pomaha také pti

vyrazkach, poranénich kiize nebo akné [37]. Kvete od ¢ervna do fijna [33].

2.1.1 Aktivni obsahové latky

Mezi hlavni aktivni latky patii polyfenoly znamé svymi antioxida¢nimi, protizanétlivymi,
neuroprotektivnimi, protirakovinnymi, anti-diabetickymi a antimikrobialnimi vlastnostmi.
Jedna se o rozsahlou skupinu strukturné odlisnych latek, které jsou klasifikovany na zakladé
poctu fenolovych kruhii (coz jsou aromatické kruhy s navazanymi hydroxylovymi
skupinami). Hlavnimi tfidami polyfenoli jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a
lignany. Mezi dal$i skupiny se pak fadi kumariny a taniny [38].

Antioxidacni aktivitou rozumime schopnost piedchazet oxidaci molekul produkujicich
volné radikaly a také ukonCovat fetézové reakce zplisobené témito volnymi radikaly a
piedchazet tak oxida¢nimu stresu. Jak uz bylo zminéno vyse, bohatym zdrojem ptirodnich

antioxidantl jsou pravé fenolické latky obsazené v rostlinach, ovoci a zeleniné [39].

2.8 Kosmetické pripravky

Vétsina kosmetickych ptipravkll jsou emulze, ktera je definovéna jako kapicky tekutiny
nebo krystaly (vnitini faze) dispergované v kapaliné (kontinualni faze). Podle toho, zda je
vnitini prostfedi lipofilni (napf. olej, parafin) a dispergované ve vodném prostiedi, nebo
naopak vodné prostfedi dispergované v lipofilnim, rozlisujeme typ emulze O/V (olej ve
vodé), nebo V/O (voda v oleji) [40].

Zékladni krémy byvaji sloZzeny z nasledujicich ingredienci: emolienty (10 — 40 %),
humektanty (1 — 5 %), zahustovadla (0,1 — 0,5 %), emulgatory (1 — 5 %), stabilizatory (0,01 —
0,2 %), konzervanty (0,01 — 0,5 %) a neutralizatory (0,01 — 0,05 %) [16].

Emolienty jsou hydrofobni slouceniny, které maji zabraiiovat vypafovani vody z pokozky

tvorbou okluzivniho filmu. Humektanty jsou naproti tomu hydrofilni molekuly, které ptitahuji
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vodu do rohové vrstvy. Zahustovadla jsou urcena k dosazeni spravné konzistence a
reologickych vlastnosti produktu. Emulgatory maji hydrofobni i hydrofilni charakteristiku,
hromadi se na rozhrani obou fazi a tvofi tak emulzi. Délime je na iontové a neiontove.
Konzervanty zabranuji ristu mikroorganismii v produktu a stabilizatory =zajistuji jeho
fyzikalné-chemickou integritu. Velmi dilezitou slozkou kosmetickych vyrobki jsou aktivni
latky jako UV filtry, antioxidanty, latky proti akné a dalsi [16].

Co se tyka olejové slozky, lze jeji slozeni volit podle konkrétniho typu pleti. Pro plet
suchou je dobry olej mandlovy, avokadovy nebo olivovy. Pro smiSenou olej z jojoby nebo
hroznovych jadérek. Na zralou plet' je dobré pouzit olej Sipkovy nebo pupalkovy. Na

problematickou plet’ je vhodny olej z cerného kminu nebo jojoby [41].

2.8.1 Stabilita emulzi a HLB cislo

V systému hydrofilné-lipofilni rovnovahy jde o rovnovahu mezi hydrofilni a lipofilni ¢asti
molekuly (HLB = hydrophilic-lipophilic balance). Na zakladé¢ této hodnoty pro olejovou fazi
emulze se potom voli vhodny emulgator se stejnym ¢islem. HLB lIze tedy vypocitat na

zakladé HLB hodnoty olejové smési jako (rovnice (1)):

HLBpOiad. = z HLBL "X (1)

kde HLB;:a x;je HLB hodnota a hmotnostni podil i-té slozky.

Hydrofilni emulgatory pro emulze O/V budou mit hodnotu HLB vyssi nez 11, lipofilni pro
emulze V/O pak niz$i nez 9 [42].

Pii vyrobé emulzi ovSem musime brat v uvahu kompatibilitu s ostatnimi slozkami,
viskozitu a velikost jednotlivych kapi¢ek emulze, protoze toto vSechno ovliviluje stupen
krémovani nebo rozd€lovani fazi. VétSinou se proto voli kombinace dvojice emulgatori,
jeden s vysokym, druhy s nizkym HLB ¢islem. Nasledné se pozoruje, jaké celkové HLB ¢islo
tvofi stabilni emulzi. Hodnoty HLB nékterych emulgatora lze nalézt v literatuie nebo piimo

Vv katalozich dodavatelu [43].
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Problémem u emulzi byva jejich nestabilita spojena s procesem tzv. krémovaténi, ktery je
zpiisobeny rozdilem hustot jednotlivych fazi. To pak vede k jejich oddélovani [44]. Castice
s vyssi hustotou nez disperzni prostfedi se budou pohybovat a usazovat ve smeru gravitacniho
zrychleni, ¢astice s mensi hustotou pak proti nému. Usazovani pouze v gravitaénim poli je ale
obvykle relativné pomalé, proto nahrazujeme gravitacni zrychleni zrychlenim
odstfedivym [45].

Pro ucely analyzovani stability emulzi je tak pouzivana sedimentac¢ni analyza pomoci
analytické centrifugy. Tato metoda byva dale pouzivana ke zjistovani molekulové hmotnosti
Castic, sedimenta¢niho koeficientu a dalSich hydrodynamickych vlastnosti [46].

Vzorek je umistén do kyvety a principem metody je sledovani profilu transmitance
blizkého infracerveného zateni ve zvolenych intervalech. Sedimentace se projevi vycefenim a
zvySenim transmitance v ¢asti vzorku a také tvorbou sedimentu a tim paddem sniZenim

transmitance [45].

2.9 Komercné dostupna kosmetika proti akné

Témét vSichni vyrobcei kosmetiky maji ve své nabidce produkty uréené pro aknozni plet,
casto jde o celé fady pecujicich ptipravkii. Miazeme tak koupit krémy, Cistici gely, micelarni
vody a tonika, nebo tieba pletové masky. Jejich ucelem je piedevsim redukovat tvorbu mazu,

zklidnovat plet’, tlumit projevy zanétu a pusobit antibakterialné [47], [48], [49], [50], [51].

2.9.1 Aktivni latky v pripravcich proti akné

Mezi nejCastéji pouzivané aktivni latky patii extrakty ¢i esencialni oleje (nejcastéji
Z australského Cajovniku znamého jako tea tree, Salvéje, levandule a mnoha dalsich) [47],
[49], [51].

Dalsi Casto vyuzivanou latkou je kyselina salicylova [48], [50], [51]. Ta je pro své
komedolytické a desmolytické vlastnosti ¢asto vyuZzivana pii 1écbé akné, pro redukci pih a
jinych pigmentovych skvrn. Byva také vyuzivdna jako povrchovy chemicky peeling pro
omlazeni pleti. Koncentrace pii takovémto pouZiti je uvadéna pomérné vysoka, 20 — 30 %,
v kosmetickych produktech je pak jeji koncentrace povolena do 3 % (v Ciné je povolena
koncentrace kyseliny salicylové v kosmetice pouze do 2 %) [52]. Vzorec kyseliny salicylové
je na Obr. 7.
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Obr. 7 Vzorec kyseliny salicylové [53]

Antibakterialni a antimykotickou latkou pouzivanou v kosmetice je piroctone olamine
(obchodni nazev je pak Octopirox) [47], [50]. Jde o ethanolaminovou sul derivatu
hydroxamové kyseliny — piroctonu. Je to hydroxypyridonova antimykoticka latka [54].
Poprvé byla syntetizovana roku 1979 v Némecku firmou Schwarzkopf-Henkel. Byvéa casto
soucasti Sampont proti lupiim jako antimikrobidlni slozka proti kvasince rodu Malassezia. Ta
Stépi kozni maz na volné mastné kyseliny, které spolu s mikrobialnimi peroxiddzami drazdi
pokozku a zptsobuji jeji Supinkovaténi (coz mize byt problém i pti vzniku akné). Piroctone
olamine ma schopnost pronikat bunéénymi membranami a tvofit komplexy s ionty zeleza a
inhibovat tak energeticky metabolismus v mitochondriich patogend, putsobeni je ale
komplexni a ne Gplné znamé [55].

Latka oznacovana jako Zincidone, je zine¢nata stl kyseliny L-pyrrolidon karboxylové (L-
PCA). M4 hydratacni a zvlhcujici u€inky na pokozku a pomaha regulovat tvorbu kozniho
mazu. L-PCA vzniké cyklizaci kyseliny L-glutamové, ktera je aminokyselinou rostlinného
puvodu. Zinek je pak schopny inhibovat jiz vySe zminovany enzym 5-a-reduktazu, ktery
testosteron hydrogenuje na dihydrotestosteron (a ten je vyznamnym androgenem kiize).
Zincidone ma také ucinek proti proliferaci piimo bakterie Propionibacterium acnes [56].

Vzorec je na Obr. 8.

Obr. 8 Vzorec Zincidonu [57]
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Vyznamnou latkou vyuzivanou v kosmetice je také alfa-bisabolol [47]. Je to mala
molekula seskviterpenického alkoholu izolovand z esencidlnich oleji cel¢ fady rostlin
(hetmanek, febficek, Salvéj, obecné rod hvézdnicovité a dalsi), stromt a keid. Poprvé byla
tato latka izolovand v roce 1951 z esencialniho oleje hefmanku pravého, ktery ho muze
antibiotické a zklidiiujici u¢inky, ptisobi proti infekcim a jako anticholinesteraza. Podporuje

také transdermalni pienos 1é¢iv [58], [59]. Vzorec bisabololu je na Obr. 9.

CHj

Obr. 9 Vzorec alfa-bisabololu [60]

V produktech pro pééi o pokozku se také ¢asto pouziva allantoin [49]. Je to organicka latka
na bazi mocoviny, zndma jako hlavni zasobni a pienosova forma dusiku v nékterych
rostlinach (hojné v kostivalu Iékaiském), ktera vznika degradaci purini [61]. Allantoin je
pouzivan zejména na hojeni viedd, popalenin, Spatné se hojicich ran obecné, k 1é¢bé psoriazy
(neboli lupénky) nebo k oSetieni suché pokozky. Kosmetickych produktt, kde lze najit
allantoin, je cela fada, napt. rizné krémy, balzdmy na rty, masti a krémy na spaleniny od
slunce, vlasové piipravky atd. Povolené koncentrace v kosmetice se uvadéji od 0,1 do 2 %

[62]. Vzorec allantoinu je na Obr. 10.

HN O

o=
N NJ-LNHE
H H

Obr. 10 Vzorec allantoinu [63]
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Dalsi rostlinnou slozkou je flavoniod silymarin extrahovany ze semen a plodt bodlaku
ostropestice maridnského. Extrakty z ostropestfce jsou vyuzivany jiz po cela staleti k 1é¢be
nemoci jater, zluéniku ¢i sleziny. V soucasné tobé se topicky silymarin pouziva pti 1é¢be
melanomovych i nemelanomovych rakovin klize, lupénky, atopické dermatitidy, akné, pii

hojeni ran, nebo popalenin od slunce [64].
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3 Cil prace

Cilem prace je ptiprava nanocastic a nanovlidken s obsahem aktivnich latek z vybranych
bylin, testovani jejich antimikrobialniho G¢inkem zejména vuc¢i Propionibacterium acnes,
ovéfeni jejich bezpe€nosti pti kontaktu s humannimi bunikami a jejich aplikace v pfipravcich

proti akné.

V této praci byly plnény nésledujici dil¢i cile:

1. Ptiprava nanocastic a nanovlaken s obsahem aktivni slozky
2. Charakterizace ucinku ¢astic a vlaken na mikroorganismy a humanni bunky

3. Vyuziti ptipravenych materialti jako slozek ptipravkl proti akné
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité na pripravu extraktu a jejich charakterizaci
Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (Némecko)

Ethanol (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma-Aldrich
(Némecko)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Némecko)

Uhli¢itan sodny (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

Hydroxid sodny (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Némecko)

Dusitan sodny (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

Hexahydrat chloridu hlinitého (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramsethylchroman-2-karboxylova kyselina), Sigma-Aldrich
(Némecko)

Chloroform (p.a.), Vitrum, LachNer (CR)

Methanol (p.a.), LachNer (CR)

Hexahydrat chloridu Zelezitého (p.a.), LachNer (CR)

Thiokyanat amonny (p.a.), LachNer (CR)

Ampicilin sodium salt, Sigma-Aldrich (Némecko)

Penicillin G sodium salt, Sigma-Aldrich (Némecko)

Streptomycin sulphate salt, Sigma-Aldrich (Némecko)

4.1.2 Chemikalie pouzité na pripravu nanocastic a nanovldken
Sojovy lecithin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (Némecko)

Polyhydroxybutyrat, Hydal, FCH VUT (CR)

Tetraethylamonium bromid, Sigma Aldrich (Némecko)

4.1.3 Chemikalie pouzité na pripravu kosmetickych pripravkii
Dimethicone 350 cs — Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko (CR)
Ercawax MB1 - Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko (CR)
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Parafinovy olej - Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko (CR)
Vazelina bila - Mi¢a a Harasta s.r.o., Blansko (CR)
Glycerin bezvody (p.a.) — LachNer (CR)

Euxyl K-703 — Schiilke&Mayr GmbH (Némecko)
Cetylalkohol - Mi&a a Harasta s.r.o., Blansko (CR)

4.1.4 Chemikalie pouzité na kultivaci testovacich mikroorganismi
Nutrient Broth (NB) — Himedia (Indie)

Agar — Himedia (Indie)

Brain Heart Infusion Broth (BHI) — Himedia (Indie)

4.1.5 Chemikalie pouzité na kultivaci kerationocytu a MTT test
Médium KGM Gold Single Qouds — Lonza (Svycarsko)

Dodecylsiran sodny — Serva, (Némecko)

MTT — Duchefa Biochemie (Nizozemi)

Trypsin — Versene EDTA, P-Lab (CR)

FBS fetalni bovinni sérum — HyClone (USA)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.) — Vitrum, LachNer (CR)
Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera) — Biotech (Némecko)

4.2 PouZité pristroje a pomicky

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Centrifuga, Sartorius Sigma (Némecko)

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline (Némecko)
Spektrofotometr Helios y, Unicam (VB)

Ptedvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)
Magneticka micha¢ka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)

Vakuova rota¢ni odparka Werke RV06-ML: IKA (Némecko)
Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Cell Culture CO; inkubator, ESCO (Némecko)

Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)
Koloidni DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

ELISA reader BioTek ELx808 (USA)

Biohazard box, model Airstream, tfida II, ESCO, Biotech (Némecko)
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Michacka Werke RW11 basic: IKA (Némecko)
Vodni lazen Laboplay, Unimed (CR)

NE-1000 Single Syringe Pump, Labicom (CR)
FTIR-ATR spektrometr Nicolet iS 50 FT-IR (USA)
LUMisizer — Dispersion analyzer, Lum (USA)

Regulovatelny zdroj napéti

4.3 Pouzité mikroorganismy

Micrococcus luteus CCM 1569 pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy
univerzity v Brné

Serratia marcescens CCM 8587 pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismiéi Masarykovy
univerzity v Brné

Propionibacterium acnes CCM 3344 pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismi

Masarykovy univerzity v Brné

4.4 Pouzité humanni bunky
HaCaT (300493) Human keratinocytes cell line, permanent cell line, Cell Line Service,

Germany.

4.5 Priprava a charakterizace extrakti z prirodnich latek
Vybrané byliny (na Obr. 11) byly zakoupeny v Lé¢ivych bylinach a byly z nich piipraveny

vodné, ethanolové a lipidové extrakty.

~ v
KOPRIVA VETEL WERMANER REBRICER
Obr. 11 Pouzité byliny

Vodné extrakty byly ptipraveny z navazky 1 g bylinky, ktera byla zalita 15 ml vody a
ponechana extrahovat 24 h na tfepacce pii 30 °C. Poté byly extrakty ptefiltrovany pfes gazu a

dale analyzovany a pouzity k enkapsulaci.
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Na ethanolové extrakty byl navazen také vzdy po 1 g byliny, ktery byl zalit 15 ml 50%
ethanolu a nechan 24 hodin louhovat na tfepacce pii 30 °C. Extrakty byly poté ptefiltrovany
pres gazu, charakterizovany z hlediska obsahu polyfenold, flavonoidl a antioxidacni aktivity
pomoci ABTS a nasledné pouzity k enkapsulaci.

Na pripravu lipidovych extrakti metodou podle Folche bylo navazeno vzdy 10 g bylinky,
navazka byla zalita 200 ml extrakéni smési methanolu a chloroformu v poméru 1:2 a
ponechana extrahovat pies. Poté byla smés prefiltrovana ptes filtratni papir a vzorek z filtru
byl opét preveden do kadinky a zalit dalSimi 100 ml extrakéni smési. Extrakce probihala na
ttepacce 1 hodinu. Nasledné byla smés prefiltrovana a k obéma spojenym filtratim bylo
piidano 50 ml destilované vody. Po oddéleni fazi byla spodni chloroformova faze zbavena
zbytkové vody filtraci pies bezvody siran sodny, nasledné byl chloroform v banice s kulatym
dnem odpaten na vakuové rotacni odparce pii 40 °C. Vyextrahované lipidy byly uchovany v

chloroformu v lahvic¢kach z tmavého skla pfi teploté 4°C k naslednému pouziti.

4.5.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

K50 ul testovaného vzorku byl pfidan 1 ml Folin-Ciocalteauova cinidla (zfedéného
destilovanou vodou v poméru 1:9) a 1 ml vody. Po promichani na vortexu byly ponechany
roztoky 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl ke kazdému vzorku pfidan 1 ml nasyceného
roztoku Na,COs. Smés byla opét promichana a 15 minut ponechana stat pii laboratorni
teploté. Po 15 minutach byla méfena absorbance pii vinové délce 750 nm oproti blanku, kde
byl vzorek nahrazen pfislusnym rozpoustédlem.

U olejovych extraktli bylo nejprve nutné jejich rozpusténi v ethanolu a dale byl postup
stejny jako u ostatnich testovanych extrakti.

Pro kalibraci metody byly pouzity roztoky kyseliny gallové o koncentracich 0,1-0,7 mg/ml

a do blanku bylo misto vzorku ptidano 50 pl vody a jeji rovnice je (rovnice (2)):
y = 1,0069x; R? = 0,9945 2)

4.5.2 Stanoveni celkovych flavonoidii

Z kazdého vzorku (Uprava olejovych extraktii pfed stanovenim byla stejnd jako u méfeni
koncentrace polyfenol) bylo odebrano 0,5 ml, nasledné bylo ptidano 1,5 ml vody a 0,2 ml
5% roztoku NaNO.. Po promichani na vortexu se roztoky ponechaly 5 minut stat a poté k nim
bylo napipetovano po 0,2 ml 10% AICIz. Znovu bylo vse promichano a po 5 minutach bylo
ptidano 1,5 ml 1 M NaOH a 1 ml vody. Po 15 minutach byla méfena absorbance pii 510 nm

oproti blanku, kde byl vzorek nahrazen ptislusSnym rozpoustédlem.
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Na kalibra¢ni roztoky byl u této metody pouzit katechin v 60% ethanolu o koncentracich

0,05-0,30 mg/ml. Rovnice ziskané kalibra¢ni ptimky je (rovnice (3)):

y = 2,5862x; R? = 0,9968 (3)

4.5.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Do z(zené kyvety bylo napipetovano k 1 ml roztoku ABTS™ (nafedéného 96% ethanolem
tak, aby absorbance pii 734 nm byla 0,7 + 0,02) 10 ul vzorku. V 10. minuté pak byl méfen
pokles absorbance pii 734 nm. Jako blank byl pouzit 1 ml nafedéného roztoku ABTS™ a 10 ul
piislusného rozpoustédla. Pouzity zasobni roztok ABTS™ byl ptipraven smichanim ABTS (¢
= 7 mmol/dm®) a K2S:0s (¢ = 2,45 mmol/dm?) a vlastnim stanovenim ponechan miniméalné
12 h ve tmé.

Jako standard byl pfi tomto stanoveni pouzit roztok Troloxu, ktery byl ptipraven v 60%
ethanolu o koncentraci 50-400 pl/ml. Rovnice kalibra¢ni ptimky je (rovnice (4)):

y = 0,0011x; R% = 0,9957 (4)

4.6 Priprava a charakterizace liposomu

Do kadinky bylo navazeno 20 mg cholesterolu a 180 mg lecithinu, tato navazka byla
smisena s 10 ml ptipravenych vodnych nebo ethanolovych extrakta (ty byly nejprve nafedény
z 50% na 10% roztoky). Samotné d¢astice byly piipraveny pomoci ultrazvukového
homogenizatoru sonifikaci po dobu 1 minuty s intenzitou 85 %.

Pro ptipravu liposomt z lipidovych extraktti bylo navdzené mnozstvi 20 mg piislusného
extraktu rozpusténo v 1 ml chloroformu spole¢né se 160 mg lecithinu a 20 mg cholesterolu.
Nésledn¢ byl do kadinky obsahujici 10 ml destilované vody pfidan tento pfipraveny
chloroformovy roztok a smés byla michana pomoci ultrazvukového homogenizatoru 1 minutu
s intenzitou 85 %. Zbytkovy chloroform byl odpafen na magnetické michacce s ohfevem pii
50 °C.

4.6.1 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti
Roztok ¢astic byl ihned po pfiprave centrifugovan 60 minut pii 11 000 ot/min. Poté bylo ze
supernatantu odebrano 50 ul na spektrofotometrickou metodu stanoveni polyfenolt.

Enkapsula¢ni u¢innost byla vypocitana jako rozdil obsahu dané latky pfed a po enkapsulaci.
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4.6.2 Stanoveni tydenni a mésicni stability
Po jednom tydnu/mésici byl roztok castic uchovavany ve vodném prostieni opét
zcentrifugovan 60 minut pii 11 000 ot/min. a ze supernatantu bylo odebrano 50 pl pro

stanoveni uvolnénych polyfenolt.

4.6.3 Stanoveni velikosti a koloidni stability

Roztok ¢astic byl 100 krat nafedén destilovanou vodou, 1 ml takto nafedéného roztoku byl
napipetovan do kyvety a analyzovan na pfistroji Zetasizer metodou DLS (dynamického
rozptylu svétla). Pro méfeni stability pomoci zeta potencidlu byl na kyvetu ptidan elektrodovy

nastavec. Méteni byla provedena tiikrat.

4.6.4 Stanoveni kratkodobé stability

1 ml roztoku c¢astic byl zcentrifugovan 60 minut pii 11 000 ot./min, supernatant byl
odebran a liposomové castice byly nasledné rozsuspendovan v testovaném modelovém
prostiedi (voda, ethanol). V ¢asech 0, 5, 10, 20, 30 a 60 minut byl poté méfen obsah
uvolnénych polyfenoli (podle popisu v kapitole 4.5.1).

4.6.5 Stanoveni antioxidacni aktivity
Podle postupu z kapitoly 4.5.3 bylo do zGzené kyvety napipetovano: 1 ml ABTS a 10 pl

vzorku liposomd, v 10. minuté byl pak sledovan pokles absorbance.

4.6.6 Stanoveni koncentrace fosfolipidit pomoci Stewartova testu

U liposomil testovanych na cytotoxicitu byl méfen také obsah fosfolipida. Do 15 ml
centrifugacni zkumavky bylo pipetovano 50 ul vzorku, 450 ul vody, 2 ml roztoku
ferothiokyanatu amonného (vzniklého smichanim 0,1 M roztoku chloridu zelezitého a 0,4 M
roztoku thiokyanatu amonného) a 3 ml chloroformu. Po promichidni na vortexu (asi
20 sekund) byly roztoky centrifugovany 5 minut pti 1000 ot/min, pak 15 — 20 minut staly ve
tmé pii laboratorni teploté. Nasledné byla odebrana spodni chloroformova vrstva a
analyzovana méfenim absorbance pii 430 nm v kiemennych kyvetach. Jako blank byl pouzit
chloroform a na kalibra¢ni kiivku byl pouzit roztok lecithinu v chloroformu o koncentracich

0 — 0,24 mg/ml. Rovnice kalibra¢ni pfimky je (rovnice (5)):

y = 1,257x; R? = 0,9952 (5)
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4.7 Priprava a charakterizace nanovliaken

4.7.1 Electrospinning

Stiikacka s ptipravenymi 20 ml chloroformového roztoku PHB a pfislusnymi olejovymi
extrakty byla upevnéna do pumpy. Ke konci stiikacky a na kolektor byly upevnény elektrody
zdroje vysokého napéti (vzdalenost kolektoru od konce stiikacky byla 15 cm). Pumpa byla
nastavena na pritok 4 ml/hod a byl spustén zdroj vysokého napéti (15 kV).

4.7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity nanovidaken
Z nanovlaken piipravenych elektrospinningem byl odstfihnut 1 cm?. Do Eppendorfky byly
napipetovany 2 ml ABTS a vlozen predem zvazeny vzorek vlaken, po 10 minutach byl

sledovan pokles absorbance podle popisu v kapitole 4.5.3.

4.7.3 Stanoveni kratkodobé stability nanovidken

U nanovlaken byla méfena také kratkodoba stabilita v modelovych prostiedich — ve vodé,
ethanolu a 50% ethanolu. Z nanovlaken pfipravenych elektrospinningem byl odstiihnut 1 cm?
a po zvazeni ponofen do 2 ml daného modelového prostfedi. V ¢asech 0, 5, 10, 20, 30 a

60 minut byl méten obsah uvolnénych polyfenold (podle popisu z kapitoly 4.5.1).

4.7.4 Charakterizace nanovidken pomoci FTIR-ATR
Nanovlakna obsahujici lipidové extrakty byly analyzovany technikou FTIR-ATR, a to za
nasledujicich podminek:
e jednoodrazovy diamantovy ATR nastavec
e pozadi: vzduch

e méfeni: rozliSeni 8, pramér 64 skenti

4.8 Priprava kosmetickych pripravki
Na piipravu 50 ml 10% emulze O/V byly navazeny a napipetovany jednotlivé slozky tak

jak je uvedeno v Tabulka 1.

Tabulka 1 SloZeni krémového zdkladu

vodna faze olejova faze
surovina Navazka/objem surovina Navazka/objem
destilovana voda 42 ml Ercawax BM1 125¢
86,6% glycerol 3mi cetylalkohol 159
Euxyl K-703 0,25 ml bila vazelina 0,759
parafinovy olej 2ml
dimethicone 0,75 ml
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Navazky v kadinkach byly vlozeny do vodni ldzn€ vyhiéaté na 80 °C, po vytemperovani na
ptislusnou teplotu a vyjmuti z 1dzn¢ byla vodna fize michana na michacce a k ni byla
postupné piikapavana olejova faze, poté bylo vSe michano do vychladnuti (asi 2 hodiny).

Pro vytvofeni krému s liposomy s ptislusnymi extrakty bylo 5 ml vody z vodné faze
nahrazeno roztokem liposomu, ktery byl béhem procesu emulgace ptidavan do krémového

zakladu.

4.8.1 Stanoveni antioxidacni aktivity krémii

U ptipravenych krémi s obsahem liposomi byla méfena rovnéz jejich antioxidaéni
aktivita, kdy 10 mg emulze bylo rozpusténo v 1 ml ethanolu, dale byl postup stejny jako
v kapitole 4.5.3.

4.8.2 Stanoveni stability krémii pomoci analytické centrifugy
Vybrané vzorky byly analyzovany na analytické centrifuze pii nastaveni: 25 °C, 2 000 g a
dobé centrifugace 210 minut.

4.9 Antimikrobialni testy

4.9.1 Kultivace mikroorganismii

Pro testovani antimikrobialnich G¢inkti byly pouzity bakterialni kmeny Micrococcus
luteus, Serratia marcescens a Propionibacterium acnes. Kultivace probihala na ttepacce pii
37 °C po dobu 24 hodin a mikroorganismy byly ockovany na kapalné 1 tuhd média, vzdy ve

sterilnim boxu.

4.9.2 Priprava médii

Jako kapalné médium bylo pouzito Nutrient Broth (NB), pro Propionibacterium acnes pak
Brain Heart Infusion Broth (BHI). Navazka 2,5 g/100 ml NB, nebo 3,7 g/100 ml BHI byla
rozpusténa ve 100 ml destilované vody. Pro pfipravu tuhého média bylo Kk navazce kapalného
média pfidano jesté 2,5 g agaru.

Oba druhy médii byly pted zaockovanim sterilizovany v tlakovém hrnci s otevienym
ventilem pii 100 °C po dobu 35 minut. Tuhé médium bylo po sterilizaci jesté za horka nalito

do Petriho misek.

4.9.3 Bujonova dilucni metoda
Pro testovani byly pouzity bakterie vSech testovanych kmenii po 24 hodindch kultivace.

Buriky byly vhodné zfedény sterilnim NB/BHI médiem (aby absorbance pfi 630 nm byla 0,1).
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Takto ptipravené bunky byly po 150 ul (v ptipadé Propionibacterium acnes to bylo 225 pl)
pipetovany do 96 jamkové mikrotitratni desticky. Dale bylo pfidano 50 ul vzorku (u
Propionibacterium acnes to bylo 75 ul, jako blank bylo pouzito 50 (75) ul vody, pfipadné
jiného pouzitého rozpoustédla). V ¢ase 0 a po 24 hodinach (kultivovano pii 37 °C na
ttepacce) byla méfena absorbance pti 630 nm.

Pro otestovani antimikrobialniho G¢inku nanovlaken byl pouzit kmen Propionibacterium
acnes, ktery byl pfi tomto testu kultivovan v ptislusném médiu v 15 ml sterilnich zkumavkach
se zvazenymi testovanymi vlakennymi vzorky. V Case 0 a po 24 hodinach kultivace pii 37 °C
na tfepaCce byla méfena absorbance pfi 630 nm ve srovnani s kultivaci bez pfitomnosti

vlaken.

4.9.4 Agarova diskovd metoda

Na Petriho misky sagarem byla naockovana 24 hodinova kultura bakterialnich bunék
Micrococcus luteus (100 ul) a dukladné rozestiena sterilni hokejkou. Po 20 minutach byly na
ptipraveny povrch naneseny vzorky krémt. Po 24 hodinach kultivace pii 37 °C byly

pozorovany vznikl¢ inhibi¢ni zony.

4.10 Kultivace keratinocytii a MTT test

Lidské kozni buniky keratinocyty byly kultivované v komer¢nim médiu (KGM Gold Single
Quods). Kaultivace probihala v kultiva¢nich lahvickach v inkubatoru pii 37°C a s
5% obsahem CO,. Zasobni lahev s médiem byla uchovavana v ledni¢ce pti 4 °C a pii vyméné
média byla vzdy vytemperovana na laboratorni teplotu. Pied vyménou byly bunky
zkontrolované pod inverznim mikroskopem na pfitomnost kontaminace a rovnéz aby byla
zkontrolovana ptilnavost bun¢k ke dné nadobky. Vymeéna probihala za sterilnich podminek a
bylo vzdy pouzito 5 ml nového média.

Pted testovanim bylo médium z lahvicky steriln€é vylito a bunky byly dvakrat az tfikrat
proplachnuty sterilnim PBS pufrem (cca 5 ml na jedno proplachnuti). Poté bylo ptidano
0,5ml trypsinu a lahvicka byla vloZzena do termostatu (37 °C) na 5 az 10 minut. Pod
mikroskopem bylo zkontrolovano, ze doslo k odlouc¢eni bunék ode dna lahvicky. Nasledné
bylo ptidano 5 ml sterilniho PBS pufru, buiky v ném byly rozsuspendovany a pteneseny do
sterilni centrifugacni zlumavky. Centrifugovany byly 5 minut pii 360 g, pufr byl slit a
k burikam bylo pfidano malé mnozstvi média, ve kterém byly rozsuspendovany. Potom byla

ur¢ena koncentrace bunck pocitanim v Biirkerové komtrce (vzdy pomér 1:1 médium
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Sbunkami a trypanova modf), které pak byly nafedény médiem na koncentraci
2-10* bungk/100 pl.

Takto pripravené buniky byly napipetovany na 96 jamkovou desticku (po 100 nl), pod
mikroskopem byla zkontrolovéna jejich pfitomnost a desticka byla na 24 hodin umisténa do
kultiva¢niho termostatu.

Po 24 hodinach bylo ptidano 100 pl sterilniho testovaného vzorku liposomii V riznych
koncentracich (po ziedéni roztoku ¢astic vodou 1:1 a prefiltrovani pres sterilni 200 nm filtr
byly dale médiem zfedény na 2 — 14 %) a buiky byly inkubovany dal$ich 24 hodin. Poté bylo
pfidano vzdy 20 pl sterilntho MTT o koncentraci 2,5 mg/ml ve sterilnim PBS pufru a bunky
byly inkubovany 3 hodiny v termostatu. Nakonec bylo ptidano po 100 ul 10% SDS v PBS
pufru a destiCka byla ponechana ve tmé pii laboratorni teploté dalSich cca 24 hodin. Na
ELISA readeru byla poté zmétena absorbance pii 562 nm.

Jako kontrola bylo pouzito vzdy 100 pul média, pokud by absorbance vzorki klesla pod
50 % absorbance této kontroly, byly by povazovany za cytotoxické.

Pti testovani nanovldken byl postup obdobny, pouze byla pouzita 6 jamkova desticka, do

které byly vlozeny zvazené kousky vlaken.
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5 Vysledky

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na ptipravu a charakterizaci nanocastic a
nanovlaken s obsahem aktivnich latek z vybranych bylin. Ptesnéji byly ptipraveny
liposomové castice a vlakna z polyhydroxybutyratu (PHB), do nichz byly enkapsulovany
ruzné typu extrakti (vodné, ethanolové, olejové) z hefmanku, kopftivy, febricku a jetele.

Extrakty byly nejprve charakterizovany z hlediska obsahu polyfenolt, flavonoidu a jejich
antioxidaCni aktivity. U pfipravenych extraktt, ale i u materiald s jejich obsahem, byla
nasledné testovdna jejich antimikrobidlni aktivita a to zejména v0i¢i mikroorganismu
Propionibacterium acnes. Divodem byla mozna aplikace téchto slozek do pFipravkl proti
akné. Pfipravené cCastice i vlakna byly rovnéz otestovany z hlediska jejich stability a

bezpecnosti pii kontaktu s humannimi buiikami.

5.1 Charakterizace extraktu

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.5 byly ze zvolenych bylin pfipraveny vodné,
ethanolové a lipidové extrakty. U testovanych extraktl byla nasledné provedena zakladni
charakterizace, stanoven byl celkovy obsah polyfenold, celkovy obsah flavonoidi a
antioxida¢ni aktivita. Pfi pfipravé olejovych extrakti byl stanoven i obsah lipidickych latek
Vv testovanych bylinach. Vytézky byly prepocitany na g/100 g byliny a vysledky jsou uvedeny

V nasledujici tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2 Wteznost extrakce dle Folche

bylina obsah lipidia [g/100 g]
koptiva 1,50 + 0,02
jetel 2,44 +0,03
hefmanek 2,58 £0,03
febficek 1,58 £ 0,01

5.1.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

Celkovy obsah polyfenoli v extraktech byl stanoven spektrofotometricky. Podle navodu v
kapitole 3.3.1 byla sestrojena kalibraéni piimka kyseliny gallové a z linearni regrese
stanovené kalibracni zavislosti byla vypoctena koncentrace polyfenolli ve vzorku. Kazdy
extrakt byl méfen tfikrat a hodnoty byly zprimérovany. Vysledna koncentrace byla
pfepocitdina na miligram polyfenoli na gram byliny. Dosazené vysledky jsou uvedeny

V nasledujicim grafu (Obr. 12).
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Z vysledku je jasn¢ patrné, ze nejvySsi obsah fenolickych latek byl ve vétSing piipada
naméfen v olejovych, tedy lipidickych extraktech (z téchto lipidickych extraktt pak nejvyssi
mnozstvi polyfenolli obsahoval extrakt z hefmanku). Vyjimkou byl pouze vzorek jetele, u
kterého bylo nejvice polyfenolil stanoveno u ethanolového extraktu a naopak jeho lipidicky
extrakt obsahoval polyfenolii nejméné.

Celkoveé bylo nejvice polyfenoli obsazeno v ethanolovém extraktu z jetele, a to
25,47 mg/g. Naopak nejméné¢ bylo stanoveno polyfenold Vv ethanolovém extraktu
z koptivy (5,72 mg/g). V piipadé vodnych extraktd bylo dosazeno srovnatelnych vysledkt u

vsech testovanych vzorki bylin.
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Obr. 12 Obsah celkovych polyfenolii v jednotlivych typech extraktii

5.1.2 Stanoveni celkovych flavonoidu

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 byla sestrojena kalibracni pfimka katechinu.
Stejné¢ jako u stanoveni celkovych polyfenoli byla i celkovd koncentrace flavonoida
v extraktech stanovena spektrofotometricky a vypocitdna z linearni regrese stanovené
kalibra¢ni zavislosti. Kazdy extrakt byl méfen ttikrat a hodnoty byly zprimérovany. Vysledna
koncentrace byla piepocitana na miligram flavonoidl na gram byliny.

Obr. 13 shrnuje naméfené obsahy flavonoidi v jednotlivych extraktech. Z dosazenych
vysledkli je patrny obdobny trend jako v piipadé stanoveni polyfenolli. Nejvyssi obsah
flavonoidi tedy obsahovaly pfedevsim lipidické extrakty a pouze u jetele mél nejvyssi obsah

téchto aktivnich latek ethanolovy extrakt.
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2,36 mg/g byliny, nejvyssi naopak v lipidovém extraktu z kopiivy (42,57 mg/g). V piipadé

vodnych extraktti bylo opét dosazeno srovnatelnych vysledkli u vSech testovanych vzorkt

bylin.
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Obr. 13 Obsah celkovych flavonoidii v jednotlivych typech extraktii

5.1.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Kalibra¢ni pfimka troloxu byla sestrojena podle postupu z kapitoly 3.3.3. Antioxida¢ni
aktivita byla stanovena spektrofotometricky a vypocitdna z linearni regrese stanovené
kalibra¢ni zavislosti. Kazdy extrakt byl méten tiikrat a hodnoty byly zprimérovany. Vysledna
koncentrace byla pfepocitana na miligram flavonoidi na gram byliny. Ziskané vysledky pro
jednotlivé extrakty jsou shrnuty na Obr. 14.

Z grafu je jasné patrné, Ze nejvyssi antioxida¢ni aktivitu vykazovaly pfedev§im ethanolové

extrakty. Celkové nejvy$si antioxida¢ni aktivita byla naméfena v ethanolovém extraktu

Vv
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Obr. 14 Antioxidacni aktivita jednotlivych typii extrakti

5.2 Charakterizace castic

Podle postupu uvedeného Vv kapitole 3.4 byly piipraveny liposomové ¢astice. Liposomy
byly pfipraveny s obsahem vodnych, ethanolovych i lipidickych extraktia. Celkove bylo tedy
piipraveno 12 riznych typt liposomi, které byly podrobeny =zakladni charakterizaci.
Stanovena byla enkapsula¢ni uCinnost, velikost ¢astic a jejich koloidni stabilita. Dale byla
sledovana jejich antioxida¢ni aktivita, stabilita ve vodném prostiedi a rychlost uvoliiovani

aktivnich latek v riznych modelovych podminkach.

5.2.1 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Liposomy se v§emi druhy extraktt byly ihned po jejich pfipravé centrifugovany a nasledné
byla stanovena jejich enkapsula¢ni Gi¢innost (viz. kapitola 3.4.1).

Vysledky pro vSechny typy liposomi jsou uvedeny v Tabulka 3.

Nejvyssi procento polyfenoli bylo enkapsulovano do liposomt s lipidovym extraktem

z febticku, a to vice nez 94 %, nejméné pak do liposomi s vodnym extraktem z kopiivy
(17,21 %).
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Tabulka 3 Enkapsulacni ucinnost liposomii

ethanolové liposomy | enkapsulovano polyfenoli [mg/ml] enkapsulacni ucinnost [%]
kop. 0,328 + 0,005 85,94
jet. 1,256 + 0,013 73,98
hefm. 0,317 £ 0,001 43,18
febf. 0,292 +£ 0,002 45,23

lipidové liposomy enkapsulovano polyfenolid [mg/ml] | enkapsula¢ni Géinnost [%]
kop. 0,401 + 0,001 77,03
jet. 0,407 + 0,005 87,42
hefm. 0,608 + 0,006 81,98
febf. 0,429 + 0,004 94,73

vodné liposomy enkapsulovano polyfenold [mg/ml] enkapsulaéni Gcinnost [%]
kop. 0,123+ 0,038 17,21
jet. 0,406 + 0,028 40,97
hefm. 0,329 £ 0,012 36,92
febf. 0,223 £ 0,003 26,14

5.2.2 Stanoveni tydenni a mésicni stability

Po tydnu/mésici bylo sledovano mnozstvi uvolnénych polyfenola z ptipravenych liposomil
(viz. kapitola 4.4.2). Vysledné mnozstvi bylo vztazeno na enkapsulované mnozstvi a

vyjadieno v procentech. Vysledky jsou shrnuty v Tabulka 4.

Tabulka 4 Tydenni stabilita liposomii

ethanolové liposomy uvolnéno polyfenoli [%6]
kop. 2,88
jet. 23,18
hefm. 30,30
febf. 17,73
lipidové liposomy uvolnéno polyfenoli [%0]
kop. 0
jet. 0
hefm. 0
febr. 1,27
vodné liposomy uvolnéno polyfenoli [%0]
kop. 0
jet. 0
hefm. 0
febf. 80,96

Nejvice polyfenoli se uvolnilo z liposomt s vodnym extraktem z febiicku (80,96 %),
nejméné (neceld 3 %) naopak z liposomi s ethanolovym extraktem z kopfivy. U liposomu

S lipidovymi a vodnymi extrakty nebylo az na extrakt z febficku detekovano zadné uvolnéné
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mnozstvi polyfenol. Podle postupu uvedeném v kapitole 4.4.2 byla tato stabilita métena i po

jednom mésici, zadné dalsi uvolnovani polyfenoli v§ak nebylo zaznamenano.

5.2.3 Stanoveni velikosti a koloidni stability

Velikost ¢astic a jejich zeta potencial byl méfen postupem uvedenym v kapitole 4.4.3 a

vysledky jsou shrnuty v Tabulka 5.

Tabulka 5 Primérna velikost a zeta potencidl liposomii

ethanolové liposomy primérna velikost [nm] PDI zeta potencial [mV]
kop. 142,73 + 0,25 0,17 +0,01 -46,43 + 2,95
jet. 147,37 £ 1,76 0,22 + 0,00 -47,03 +£0,97
hefm. 141,07 £ 0,40 0,17 +0,01 -61,23 +0,84
febf. 133,30+ 1,15 0,17 +0,01 -48,53 + 0,40
olejové liposomy primérna velikost [nm] PDI zeta potencial [mV]
kop. 177,53 + 1,94 0,22 +0,01 -53,20+1,84
jet. 272,80 £ 2,99 0,38 +0,01 -55,63 + 1,43
hefm. 144,10 + 1,56 0,21 +0,01 -53,07 £0,71
febf. 179,20 + 1,25 0,23 +0,00 -53,60 £1,21
prazdné 158,00 + 3,04 0,25 +0,04 -56,90 + 0,30
vodné liposomy primérna velikost [nm] PDI zeta potencial [mV]
kop. 474,27 £ 13,74 0,17 £ 0,02 -27,37 £ 0,15
jet. 166,47 + 3,07 0,25 +0,01 -46,27 £ 1,86
hefm. 194,07 + 10,80 0,31 +0,03 -45,33 £ 3,48
febf. 180,30 + 14,81 0,30 +£0,05 -40,73+£1,20

Z vysledkl je vidét, ze nejveétsi velikost mély liposomy s vodnym extraktem z koptivy
(474,27,8 nm), tyto Castice mély ale zaroven nejmensi index polydisperzity (0,17). Naopak
nejmensimi byly liposomové ¢astice s ethanolovym extraktem z febti¢ku (133,3 nm).

Index polydisperzity se pohybuje v rozmezich 0 — 1. U vétSiny testovanych liposomi se
index polydisperzity nachazel pod hodnotou 0,3. Obecné nejnizsi index polydisperzity pak
mély liposomy s ethanolovymi extrakty. Z dosazenych vysledkd lze tak konstatovat, Ze
ptipravené liposomové Castice byly malo polydismerzni a tedy z hlediska velikosti uniformni.

Co se tyc€e koloidni stability, miiZzeme z ptislusnych hodnot zeta potenciali fici, Ze vSechny
pfipravené liposomy byly stabilni. Zddna z naméfenych hodnot kromé liposomii s vodnym
extraktem z kopftivy (-27,4 mV) totiz nebyla v rozmezi -30 mV az 30 mV, tedy v mezich, kdy
jsou cCastice povazovany za nestabilni. Nejvyssi absolutni hodnotu zeta potencidlu mély
liposomy s enkapsulovanym ethanolovym extraktem z hefmanku (-61,23 mV), lze je tedy

povazovat za koloidn€ nejstabilné;si.
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5.2.4 Stanoveni krdtkodobé stability

Kratkodoba stabilita ptipravenych ¢astic byla sledovana pomoci uvoliovani polyfenoli do
modelovych prostiedi (viz. kapitola 4.6.4). Vysledky pro vSechny typy ¢astic jsou shrnuty na
obrazcich v prilohach. Na Obr. 35 az Obr. 40 je vidét, Ze se polyfenoly uvolilovaly postupné.
Nejméné se tyto aktivni latky uvoliovaly z liposomi s ethanolovymi extrakty (do obou

modelovych prostiedi), nejvice naopak z liposomil s vodnymi extrakty do vody.

5.2.5 Stanoveni antioxidacni aktivity

Bylo postupovano podle postupu z kapitoly 4.6.5 a vysledky jsou shrnuty na Obr. 15.
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Obr. 15 Antioxidacni aktivita liposomii

Z dosazenych vysledkli je jasné patrné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly

v v

cwwvr

vykazovaly liposomové ¢astice S lipidovymi extrakty.

5.3 Antimikrobialni testy
Antimikrobialni aktivita liposomil s obsahem rostlinnych extraktii byla testovana na ttech

kmenech bakterii - Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Propionibacterium acnes.
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Byly provadény dva druhy antimikrobidlnich testi — dilu¢ni metoda byla pouzita pro
testovani liposomovych castic a difuzni metoda, kterd byla nasledné pouzita pro stanoveni

antimikrobialniho ucinku pfipravenych kosmetickych emulzi s obsahem liposomi.

5.3.1 Bujonova dilucni metoda

Tento typ antimikrobialnino testu byl proveden podle popisu uvedeného v kapitole 4.8.3 a
testovany byly vSechny typy liposomt. Testovacimi mikroorganismy byly grampozitivni
Micrococcus luteus a Propionibacterium acnes a gramnegativni Serratia marcescens.

Ziskani vysledky pro Micrococcus luteus jsou uvedeny na Obr. 16 a souhrnné shrnuty

Vv Tabulka 6, kde byla antimikrobialni u¢innost vyjadiena v procentech.

blank
ethanolové liposomy
olejové liposomy

1,4 vodné liposomy
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Obr. 16 Dilucni test liposomii na Micrococcus luteus

Z grafu je vidét, ze liposomy s lipidovymi i ethanolovymi extrakty mély antimikrobialni
ucinek na tento mikroorganismus (absorbance znazorfiujici narGst bun€k byly niz$i nez u
blanku). Liposomy s vodnymi extrakty naopak podporovaly rast mikroorganismu.
Nejucinnéjsi byly liposomové extrakty s lipidickymi extrakty. V piipadé enkapsulovanych
lipidickych extraktl z kopfivy, jetele a hefmanku bylo navic dosazeno tzv. minimélni
inhibi¢ni koncentrace (nartist bun¢k za 24 hodin neptesahl absorbanci 0,05). Tésné nad touto
hranici se pohybovaly s ucinnosti (87,3) i liposomové castice s lipidickym extraktem

Z febricku.
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Tabulka 6 Srovnadni antimikrobidlni aktivity liposomii wiici kmenu Micrococcus luteus

mnozstvi inhibovanych bunék [%]
olejové liposomy ethanolové liposomy vodné liposomy
koptiva 96,4 71,3 ND
jetel 94,3 65,1 ND
hefmanek 93,1 66,5 ND
febticek 87,3 67,0 ND

Pozn. ND=nedetekovano

Vysledky stanoveni antimikrobialni aktivity liposom pro Serratia marcescens jsou
uvedeny na Obr. 17 a souhrnné shrnuty v Tabulka 7, kde byla inhibi¢ni G¢innost vyjadiena

v procentech.
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B olejové liposomy

18 I ® vodné liposomy
1 1 1
1,4
1,2
2 1
= 0,8 -
0,6
0,4
|
0
kopfiva jetel hefmanek febiicek

Obr. 17 Dilucni test na Serratia marcescens

Z vysledku je tentokrat vidét, Ze antimikrobialni G¢inek vykazovaly pouze liposomy
s olejovym extraktem z febiicku a vodné liposomy s extraktem z kopfivy, jetele a hefmanku.

Vsechny ostatni liposomové ¢astice riist daného mikroorganismu spiSe podporovaly.
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Tabulka 7 Srovnadni antimikrobidlni aktivity liposomii viici kmenu Serratia marcescens

mnozstvi inhibovanych bunék [%]
olejové liposomy ethanolové liposomy vodné liposomy
koptiva ND ND 71,76
jetel ND ND 52,42
hefmanek ND ND 27,98
febii¢ek 28,61 ND ND

Pozn. ND=nedetekovaino

Vysledky testu antimikrobialni aktivity liposomti na Propionibacterium acnes jsou
uvedeny na Obr. 18 a souhrnné shrnuty v Tabulka 8, kde byla antimikrobialni G¢innost
testovanych vzorkd vyjadiena v procentech.

blank
ethanolové liposomy
= lipidové liposomy

16 B vodné liposomy
14 ] [
12 l I :

g 10

<
0,8
0,6
0,4
02 '
0,0
kopfiva jetel hefmanek febiicek

Obr. 18 Dilucni test na Propionibacterium acnes

Z dosazenych vysledkil je jasné€ patrné, Ze nejvyssi ucinek na tuto bakterii mély liposomy
S vodnym extraktem z kopfivy a z hefmanku, alesponn minimalni ucinek vykazovaly i
liposomové castice S ethanolovym extraktem z jetele a hefmanku a liposomy s lipidovym

extraktem z kopftivy. Ostatni vzorky liposomt inhibi¢ni u¢inky nevykazovaly.
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Tabulka 8 Srovndni antimikrobidlni aktivity liposomii viici kmenu Propionibacterium acnes

mnozstvi inhibovanych bunék [%]
olejové liposomy ethanolové liposomy vodné liposomy
koptiva ND ND 80,78
jetel ND 4,67 ND
hefmanek 2,72 13,75 21,29
febii¢ek ND ND ND

Pozn. ND=nedetekovdno

Jelikoz  vétSina testované liposomovych  ¢astic nevykazovala viaéi kmenu
Propionibacterium acnes inhibi¢ni ucinek, byla na tomto kmenu otestovana jesté 3 rtzna
antibiotika — ampicilin, penicilin a streptomycin, vzdy v koncentracich 1 — 0,00001 mg/ml.
Vysledky jsou shrnuty na Obr. 19.

Do koncentrace 0,01 mg/ml inhibovala rist kmene Propionibacterium acnes vsechna
byla tato hodnota 1 pg/ml a pro streptomycin 0,01 mg/ml. Posledni zminéna koncentrace
(0,01 mg/ml) byla pouzita pro dalsi testovani, kdy byla k testovani antimikrobialni aktivity
pouzita smés antibiotik o této koncentraci a pfipravenych liposoma v poméru 1:1.

Synergicky ucinek, tedy navyseni antimikrobialni aktivity antibiotik ve srovnani se vzorky
bez piitomnosti liposomt, se vSak podafilo prokazat pouze u vodnych liposomt v kombinaci

se streptomycinem.

blank
ampicilin
| penicilin
18 [ mstreptomycin
1,6
14
1,2 I
I
g 1,0
< 0,8
0,6
0,4
0,2 = _
1 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001

koncentrace antibiotik (mg/ml)

Obr. 19 Dilucni test na Propionibacterium acnes s antibiotiky
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5.3.2 Agarova difuzni metoda

Tento typ testu byl proveden podle popisu z kapitoly 4.9.4 a testovany byly pfipravené
kosmetické emulze obsahujici ptipravené liposomy. Testovacim mikroorganismem byl
tentokrat pouze grampozitivni Micrococcus luteus, u vzorki byla sledovana schopnost
inhibice rGstu daného mikroorganismu. Tento test byl ovSem =z divodu obtizné
manipulovatelnosti se vzorky emulzi pouze orientacni, protoze nebylo mozné urcit presné
mnozstvi Vzorku nanesené na Petriho misku.

Témét u zadného z testovanych vzorku krémi nebyly pozorovany inhibiéni zony, pouze u
emulze s liposomy z ethanolovych extraktli z hefmanku a febticku byla vidét velmi slaba,

3 mm inhibi¢ni zéna. Vysledek je na Obr.20.

N

hermanek Febiicek
Obr.20 Difuzni test emulzi s ethanolovymi liposomy

5.4 Charakterizace nanovlaken
U piipravenych nanovlaken z polyhydroxybutyratu byla testovana predevSim jejich
antioxidacni a antimikrobialni aktivita. Dale byla pozorovana rychlost uvolnovani aktivnich

latek v riznych modelovych prostiedich.

9.4.1 Antioxidacni aktivita nanovidken

PHB nanovldkna s obsahem olejovych extraktii byla ptipravena podle popisu uveden¢ho
Vv kapitole 4.7 a jejich antioxida¢ni aktivita byla méfena metodou uvedenou Vv kapitole 4.7.3.
Naméfené hodnoty antioxidac¢ni aktivity pro vlakna pfipravena metodou elektrospinningu jsou
uvedeny na Obr. 21.

Obecné byla tato aktivita pomérné vysokd. NejvySsi antioxidacni aktivitu vykazovaly

vlakna s olejovym extraktem z febticku (252,27 ug/cm?), nejnizsi antioxida¢ni aktivita pak

byla stanovena u vldken s obsahem extraktu z hefmanku (121,82 pg/cm?).
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Obr. 21  Antioxidacni  aktivita nanovidiken s olejovymi  extrakty pripravenych pomoci

elektrospinningu

5.4.2 Antimikrobidlni aktivita nanovldaken

Ptipravena vldkna byla podrobena rovnéz testovani antimikrobidlni aktivity vii¢i kmenu
Propionibacterium acnes. Pied provedenim antimikrobialniho testu byly pouzité vzorky
nanovlaken zvazeny, navazky jsou uvedeny v Tabulka 9 a dosazené vysledny jsou shrnuty
V nasledujicim grafu (Obr. 22).

Tabulka 9 Navdzky jednotlivych typit nanoviaken na antimikrobidlni test

nanovlakna s extraktem z: navazka [mg]
kopftiva 2,1
jetel 1,2
hefmanek 4.2
febiicek 2,8
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Obr. 22 Dilucni test nanovidken

febiicek

Je vidét, ze antimikrobialni Gc¢inek na Propionibacterium acnes mé¢la vSechna pfipravena

nanovlakna, nejvys$i inhibi¢ni Géinek byl stanoven u vlaken s extraktem z hefmanku.

Nicméné u téchto vldken byla pouzita nejvyssi navazka, proto byla antimikrobidlni aktivita

vyjadiena v procentech a rovnéz vztazena na navazku vlaken. Vysledky jsou uvedeny

V nasledujici tabulce (Tabulka 10).

Tabulka 10 Srovndni antimikrobidlni aktivity vidken vii¢i kmenu Propionibacterium acnes

obsazeny lipidicky mnozstvi inhibovanych buné¢k | mnozstvi inhibovanych bunck
extrakt [%] [%/mg vlaken]
koptiva 417 19,9
jetel 56,0 46,7
hefméanek 79,7 19,0
rebricek 442 15,8

5.4.3 Kratkodoba stabilita nanovlaken

Kratkodoba stabilita byla méfena pomoci sledovani uvoliiovani polyfenolit do modelového

prostiedi (podle popisu v kapitole 4.7.4). Vysledky jsou uvedeny na Obr. 23 a Obr. 24.
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Obr. 23 Postupné uvoliiovani polyfenolit Z nanovldken do vody
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Obr. 24 Postupné uvoliiovani polyfenolii z nanovidken do ethanolu

Do ethanolu se polyfenoly zacaly uvoliovat diive nez do vody — vyraznéji uz v 5. minuté,
poté bylo uvoliovani pozvolnéj$i. U vody bylo vétsi mnozstvi polyfenolii uvolnéno az po

20 minutach a i celkové mnozstvi uvolnénych polyfenold bylo v tomto prostfedi niZsi.

5.4.4 Charakterizace pomoci FTIR-ATR

Pfipravend nanovldkna byla analyzovana pomoci infracervené spektrometrie a porovnana
s PHB nanovlakny bez ptidavku extrakti podle popisu v kapitole 4.7.4 a oblasti spekter, kde
byly pozorovany rozdily, jsou na Obr. 25.
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Obr. 25 Porovndni nanovldaken s extrakty a bez nich

Nejviditelngj$i rozdil byl vidét na pozici 2850 cm™, kterd zna¢i aldehydické skupiny
(aldehydy jsou jednou z hlavnich sloZek rostlinnych silic, tedy i izolovanych olejt). Pik v této
poloze je viditelny jen u vldken s extrakty, u prazdnych vladken ptfitomny neni. Lze tedy fici,
ze u vldken s extrakty se prokézala jejich piitomnost. Nejvyssi pik v této oblasti byl

zaznamenan u vzorku s lipidovym extraktem z febficku, u tohoto vzorku byla rovnéz

stanovena nejvyssi antioxidacni aktivita.

5.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity krémi

U ptipravenych kosmetickych emulzi s obsahem liposomi nebyla stanovena vyrazna
antimikrobialni aktivita. Proto byla u téchto vzorkt dale stanovena rovnéz jejich antioxidacni

aktivita podle postupu uvedeného v kapitole 4.8.1 a ziskané vysledky jsou shrnuty

Vv nasledujicim grafu (Obr. 26).
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Obr. 26 Antioxidacni aktivita emulzi

Z dosazenych vysledkii lze konstatovat, Ze vSechny testované krémy vykazovaly
antioxidacni aktivitu, ktera mize byt nidpomocna pii urychleni procesu hojeni zanétlivych
projevu akné.

Obecné mély emulze s liposomy s lipidovymi extrakty nejvyssi antioxida¢ni aktivitu,
aktivita byla naméfena u emulze s liposomy obsahujici lipidovy extrakt z hefmanku (a to

134,85 pg/ml).

5.6 Stanoveni stability krémi pomoci analytické centrifugy

Na zavér byly pfipravené kosmetické emulze podrobeny i testim stability. Analyticka
centrifuga byla nastavena na parametry popsané v kapitole 4.8.2, analyzovano bylo celkem 6
vybranych vzorkl krému a to krémy s liposomy obsahujici lipidové extrakty a dale liposomy
s ethanolovym a vodnym extraktem z kopftivy. Nejprve byly vzorky centrifugovany po dobu
3,5 hodiny. Po uplynulé této testované doby vsak emulze vykazovaly absolutni stabilitu, byly
proto analyzovany se stejnymi parametry po dalSich 17 hodin, ale i po této dobé byly vSechny
vzorky zcela stabilni (jak je vidét na Obr. 27). Nakonec probihala analyza jesté dalsi 6 hodin
pti 4 000 ot/min. Hlavni sledované parametry, tedy indexy nestability, jsou uvedeny

Vv Tabulka 11 a na Obr. 28.
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Obr. 27 Vzorky emulzi po analytické centrifugaci

Tabulka 11 Indexy nestability pro analyzované emulze

typ pridanych liposomi index nestability — po 17 h index nestability — po 6 h
lipidovy extrakt — kopf-. 0,007 0,031
lipidovy extrakt — jetel 0,008 0,016
lipidovy extrakt — hefm. 0,008 0,024
lipidovy extrakt — febf. 0,007 0,013
ethanolovy extrakt — kopt. 0,010 0,014
vodny extrakt — kopt. 0,020 0,044
0,05
0,045 0,044
0,04
0,035 0,031
0,03
0,025 0,024
0,02

0,016

0,015 0,013 0,014
0,01
0,005
0

lipidovy extrakt — lipidovy extrakt — lipidovy extrakt — lipidovy extrakt—  ethanolovy vodny extrakt —
kopf. jetel hefm. febf. extrakt — kopf. kopf.

Obr. 28 Indexy nestability po ndsledné 6 hodinové analyze

Cim mensi hodnota indexu nestability, tim je vzorek stabiln&jsi. Je vidét, ze celkové jsou

v8echny vzorky po celkové 26,5 hodinach centrifugace velmi stabilni.
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Nejmensi hodnota indexu nestability byla naméfena u vzorku emulze s liposomy
s lipidovym extraktem z febticku (0,013). Ukazka zavislosti transmitance na poloze v kyveté

je uvedena na Obr. 29 a pro ostatni vzorky byly tyto zavislosti velmi podobné.

100

Obr. 29 Zavislost transmitance na poloze v kyveté pro vzorek emulze s liposomy s lipidovym
extraktem z koprivy

5.7 MTT test

Test cytotoxicity byl proveden na keratinocytech, a to podle postupu popsaného v kapitole
4.10. Testovany byly liposomy s vodnymi a lipidovymi extrakty a také piipravena
nanovldkna. Na Obr. 30 jsou vidét keratinocyty po provedeni testu jesté s nerozpustnymi

granulemi formazamu, na Obr. 31 je pak ukazka MTT testu po jeho provedeni.

Obr. 30 Lidské keratinocyty s granulemi formazamu, zvétseni 200 krat
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Obr. 31 Desticka s hotovym MTT testem

Ukazka vysledki testu cytotoxicity pro testované liposomy S vodnym a lipidovym
extraktem z koptivy a také jejich sloZeni (obsah fosfolipidi stanoveny pomoci Stewartova

testu a mnozstvi enkapsulovanych polyfenold), jsou shrnuty v Tabulka 12 a na Obr. 32.

Tabulka 12 Ukdzka slozeni testovanych liposomii s extrakty z koprivy

koncentrace liposomit | obsah enkapsulovanych polyfenoll obsah lecithinu [ug/mi]
[%] [ugl
vodné liposomy - kopfiva
2 2,466 8,325
4 4,933 16,649
6 7,399 24,974
8 9,865 33,299
10 12,332 41,624
12 14,798 49,948
14 17,264 58,273
lipidové liposomy — kopfiva
2 8,025 2,775
4 16,049 5,550
6 32,099 8,325
8 32,099 11,100
10 40,123 13,875
12 48,148 16,649
14 56,172 19,424
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Obr. 32 Test cytotoxicity liposomii s extrakty z koprivy

prekrocily lipidové liposomy v koncentraci nad 12 %, u vodnych byla tato koncentrace 6 %.

Pro vSechny ostatni testované typy liposomt jsou vysledky cytotoxického testu shrnuty v
Tabulka 13.

Tabulka 13 Vysledek testu cytotoxicity pro liposomy

vodné liposomy | jetel | herm. | febr. | WPIOVE el | hefm. | febr. | prazdne
P Y J liposomy J P
hovuji d
vyllovul do 8% |8% |8% 4% |12% [4% | 6%
koncentrace

Kromé vzorku liposomt s lipidovych extraktem z febticku, ktery byl vyhovujici ve vSech
testovanych koncentracich, byly ostatni testované liposomy cytotoxické vzdy nad urcitou
koncentra¢ni hranici.

Kromé liposomil byly testiim cytotoxicity podrobeny rovnéz piipravené vzorky vladken. Na
Obr. 33 je 6 jamkova desti¢ka s testovanym vzorky nanovlaken, jejich hmotnosti a vysledky
MTT testu jsou uvedeny v Tabulka 14 a na Obr. 34.

57



Obr. 33 Desticka s burnikami a vzorky nanovldaken

Tabulka 14 Vysledky MTT testu nanovldken

nanovlakna s extraktem z:

hmotnost [mg]

viabilita bunék [%]

koptiva 3,1 110,25
jetel 8,6 102,16
hefmanek 8,3 100,34
febiicek 10,9 91,12
120
100
80
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£ 0
g
>
40
20
0

koptiva

jetel

Obr. 34 Vysledky MTT testu nanovidiken

hefmanek
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Na zaklad¢ dosazenych vysledkl lze fici, Ze zadné z testovanych nanovlaken pii pouzité
koncentraci nevykazovala cytotoxicitu. Je zajimavé, ze vlakna i pfi pouziti vyrazné nizsiho
mnozstvi pifi testech antimikrobidlni aktivity vykazovala inhibi¢ni ucinek na kmen
Propionibacterium acnes. Je tedy mozné fici, ze pfipravena nanovlakna S obsahem
lipidickych extraktii zvolenych bylin je mozné pouzit k lokalnim aplikacim na pokozku bez
negativnich efektll na kozni buiiky a se sou¢asnym antimikrobidlnim u¢inkem jsou vhodna pti

aplikacich pfi problémech s akné.
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6 Zavér

Predlozend diplomova prace byla zaméfena na piipravu a charakterizaci nanocastic a
nanovladken s obsahem aktivnich latek z vybranych bylin s cilem aplikovat tyto materialy v
ptipravcich proti akné.

V praci byly pfipraveny vodné, ethanolové a olejové extrakty z hefmanku, kopftivy,
febricku a jetele. U ptipravenych extraktii byla nejprve provedena zakladni charakterizace,
stanoven byl celkovy obsah polyfenoli, celkovy obsah flavonoid a antioxida¢ni aktivita.
Z dosazenych vysledki lze konstatovat, Ze nejvyssi obsah polyfenoli i flavonoidi vykazovaly
lipidické extrakty. Naopak nejvy$si antioxidacni aktivitu vykazovaly ptfedevsim extrakty
ethanolové.

Déle byly ptipraveny liposomové ¢astice a vlakna z polyhydroxybutyratu (PHB), do nichz
byly enkapsulovany charakterizované extrakty. Pfipravené castice i vlakna byly rovnéz
charakterizovany. U liposomi byla stanovena enkapsula¢ni uc¢innost, velikost a koloidni
stabilita. Dale byla sledovana 1 jejich antioxida¢ni aktivita, stabilita ve vodném prostiedi a
rychlost uvoliiovand aktivnich latek v riiznych modelovych podminkach.

Nejvyssi enkapsula¢ni Gc¢innosti bylo dosazeno u lipidickych extraktii. Pfi stanoveni
aktivitu pak vykazovaly liposomy s ethanolovymi extrakty. Praimérna velikost pfipravenych
liposomti se pohybovala v rozmezi od 130 — 500 nm a z hlediska koloidni stability méfené
pomoci zeta potencialu byly vSechny testované castice stabilni. Liposomové cCastice byly
rovnéz relativné stabilni pii dlouhodobém uchovavani ve vodném prostredi a pii testovani
Vv modelovych podminkach bylo potvrzeno pozvolné uvolnovani aktivnich latek.

U pftipravenych liposomu byla ndsledné testovana rovnéz jejich antimikrobidlni aktivita a
to viéi kmentim Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Propionibacterium acnes. Vici
kmenu Micrococcus luteus vykazovaly antimikrobialni ucinky vSechny liposomové Castice
s lipidickymi i ethanolovymi extrakty. Na kmen Serratia marcescens pak naopak pusobily
inhibi¢né predevs§im liposomy s vodnymi extrakty. Vac¢i kmeni Propionibacterium acnes
plsobily antimikrobidlné liposomy s vodnym extraktem z kopfivy a z hefmanku. Ostatni
castice nemély Zadny inhibicni ucinek, nebo pouze minimalni. Vu¢i kmenu
Propionibacterium acnes byla otestovana jesté 3 ruzna antibiotika — ampicilin, penicilin a
streptomycin. MIC pro ampicilin byla stanovena na 0,1 ug/ml, pro penicilin 1 ug/ml a pro
streptomycin 0,01 mg/ml. Liposomové ¢astice byly nasledné aplikovany do kosmetickych

emulzi.
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U téchto krémil nebyla bohuzel stanovena vyraznd antimikrobidlni aktivita, testované
krémy ale vykazovaly vysokou antioxidacni aktivitu, kterd mize byt ndpomocna pii urychleni
procesu hojeni zanétlivych projevi akné. Dale byly ptipravené kosmetické emulze podrobeny
1 testlim stability s vyuzitim analytické centrifugy, zde byla prokazana vynikajici stabilita.

V praci byla dale charakterizovana nanovlakna Zz polyhydroxybutyratu s obsahem
lipidickych extraktid zvolenych bylin, nasledné byla ptitomnost téchto extrakti ve vlaknech
potvrzena pomoci infracervené spektrometrie. U vlakennych vzorkl byla dale testovana
pfedevsim jejich antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivita. Pozorovdna byla 1 rychlost
uvolnovani aktivnich latek v riznych modelovych prostiedich. Z dosazenych vysledka Ize
konstatovat, Ze vSechny testované¢ vzorky vykazovaly velmi dobrou antioxida¢ni aktivitu.
Rovnéz byl prokazan jejich antimikrobialni ucinek na kmen Propionibacterium acnes a
pozvolné uvolnovani enkapsulovanych aktivnich latek.

Na zavér byly piipravené liposomové Castice a vlakna otestovany i z hlediska jejich
bezpecnosti pii kontaktu s humannimi bunikami. Na zékladé dosaZenych vysledku lze fici, ze
zadny z testovanych typl liposomil pfi vhodné koncentraci nevykazoval cytotoxicitu.

Rovnéz u vldken nebyl pti pouzité koncentraci pozorovan cytotoxicky efekt. Diky jejich
vyraznému antimikrobialnimu a antioxida¢nimu uc¢inku Ize tedy piipravena nanovladkna
s obsahem lipidickych extrakti zvolenych bylin pouzit napiiklad k lokélnim aplikacim na

pokozku pti problémech s akné.
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8 Seznam pouzitych zkratek
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9 Prilohy
9.1 Postupné uvolniovani polyfenoli z liposomi
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Obr. 35 Postupné uvoliiovani polyfenolit z liposomomit s vodnymi extrakty do ethanolu
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Obr. 36 Postupné uvoliiovani polyfenolii z liposomii s vodnymi extrakty do vody
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Obr. 37 Postupné uvoliiovani polyfenolii z liposomii s ethanolovymi extrakty do ethanolu
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Obr. 38 Postupné uvoliiovani polyfenolii z liposomii s ethanolovymi extrakty do vody
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Obr. 39 Postupné uvoliiovani polyfenolit z liposomii s lipidovymi extrakty do ethanolu
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Obr. 40 Postupné uvoliiovani polyfenolii z liposomii s lipidovymi extrakty do vody
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