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ABSTRAKT

Tato diplomova priace se zabyva piipravou nanomateridlll (nanoc¢astice, nanovlakna)
s enkapsulovanou aktivni latkou a stabilitou téchto nanomateriali v rizném prostiedi pomoci
kapalinové chromatografie. Vyvoj a optimalizace metod pro sledovani kinetiky uvoliovani
enkapsulovanych latek z nanomateriald do riznych prosttedi ptedstavuje klicovou roli
pro vyzkum zaméteny na jejich vyuziti ve farmaceutickém, potravinarském a kosmetickém
pramyslu a piispivda 1 k rozvoji novych antimikrobidlnich nanomateriald omezujicich
antibiotickou rezistenci.

Teoretickd Cast je zaméiena na charakterizaci nanomateriali (nanocastice, liposomy,
nanovlakna a kombinované nanomaterialy). Dalsi ¢ast literarni reSerSe se vénuje ptirodnim
(eugenol, karvakrol, kurkumin, tymol, vitamin E) a syntetickym (ampicilin, streptomycin)
antimikrobidlnim latkdm. Posledni kapitola se zabyva pouZzitymi instrumentdlnimi metodami,
které¢ slouzi k charakterizaci nanomateriald a hodnoceni jejich stability, uvolnénych
a degradacnich produktt.

V praktické Casti byla nejprve sledovana antioxidacni aktivita vybranych latek. Byly
ptipraveny liposomy, u kterych byla zkoumana stabilita a enkapsulaéni u¢innost. Byla
optimalizovand HPLC metoda stanoveni aktivnich latek. Dale bylo sledovano postupné
uvolnovani uvedenych aktivnich latek z ptipravenych liposomt. Pomoci forcespinningu byla
pfipravena nanovlakna, u nichz bylo analyzovano také uvoliiovani do vybranych modelovych
prostiedi. Jako modelové prostiedi slouzila destilovana voda S minimalnim obsahem iontl
anecistot, dale fyziologicky roztok pii teploté 25 °C, ktery ma simulovat teplotu povrchu
lidského téla a fyziologicky roztok pfi teploté 37 °C, kterd je charakteristickd pro teplotu
lidského téla. Tato analyza poskytuje uceleny pohled na chovani piipravenych materiala
a jejich potencialni vyuziti v praxi.

V posledni ¢asti byly pfipravené kombinované nanomateridly (na bdzi nanovldken
a nanocastic) s enkapsulovanou aktivni latkou. U téchto nanomateriali bylo zkouméno
postupné uvoliovani aktivnich latek a ptipadny synergicky tcinek.

KLiCOVA SLOVA
Nanomateridly, nanocCastice, nanovladkna, liposomy, polyhydroxybutyrat, stabilita,
vysokou¢inna kapalinovéa chromatografie



ABSTRACT

This thesis deals with the preparation of nanomaterials (nanoparticles, nanofibers) with
encapsulated active substances and the stability of these nanomaterials in different
environments using liquid chromatography. The development and optimization of methods for
monitoring the Kinetics of release of encapsulated substances from nanomaterials into various
environments play a key role in research aimed at their utilization in the pharmaceutical, food,
and cosmetic industries, and also contribute to the development of new antimicrobial
nanomaterials limiting antibiotic resistance.

The theoretical part focuses on the characterization of nanomaterials (nanoparticles,
liposomes, nanofibers, and combined nanomaterials). Another section of the literature review
deals with natural (eugenol, carvacrol, curcumin, thymol, vitamin E) and synthetic (ampicillin,
streptomycin) antimicrobial substances. The final chapter discusses the instrumental methods
used for the characterization of nanomaterials and the evaluation of their stability, released, and
degradation products.

In the practical part, the antioxidant activity of selected substances was first monitored.
Liposomes were prepared, and their stability and encapsulation efficiency were examined.
An HPLC method for determining active substances was optimized. Subsequently, the gradual
release of the mentioned active substances from prepared liposomes was monitored. Nanofibers
were prepared using forcespinning, and their release into selected model environments was also
analyzed. Distilled water with minimal ion and impurity content served as a model
environment, as well as a physiological solution at 25°C, simulating the temperature of the
human body surface, and a physiological solution at 37°C, characteristic of human body
temperature. This analysis provides a comprehensive view of the behavior of prepared materials
and their potential practical applications.

In the final section, combined nanomaterials (based on nanofibers and nanoparticles) with
encapsulated active substances were prepared. The gradual release of active substances and any
potential synergistic effects were examined for these nanomaterials.

KEY WORDS
Nanomaterials, nanoparticles, nanofibers, liposomes, polyhydroxybutyrate, stability, high-
performance liquid chromatography
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1 UVOD

Nanomaterialy jsou typické tim, ze alespon jeden jejich rozmér je mensi nez 100 nanometri.
Jejich mimotadné vlastnosti z nich d¢€laji atraktivni perspektivu pro Sirokou Skalu aplikaci,
vcetné lékarstvi.

V lékaistvi se stale vice prohlubuje problém rezistence k riznym druhtim antibiotik.
Antibioticka rezistence je schopnost bakterii, které umi odolavat ucinkiim antimikrobidlni
1é¢by, coz vede ke snizeni jeji uc¢innosti. V poslednich letech se rozvijeji v ramci novych druha
1é¢by rovnéz inovované antimikrobidlni nanomaterialy, které se staly pfedmétem pro intenzivni
vyzkum i v oblasti biotechnologii. Jejich schopnost potla¢ovat riist mikroorganismu a inhibovat
Siteni infekci z nich déla cenné nastroje v boji proti bakterialnim a virovym patogentim. Tyto
materidly maji mnoho vyhod, patii mezi né vysoka povrchova reaktivita, kterd umoziuje
u¢inngj$i interakci s mikroorganismy a moznost ruznych modifikaci povrchu, diky ¢emuz
mohou zlepsit jejich biokompatibilitu a stabilitu. Jejich potencial v oblasti biomediciny,
potravinafstvi a dalSich odvétvi je znacny, ale pro jejich uspésné pouziti je zdsadni porozumét
jejich G¢inkim a stabilité v riznych prostiedich.

Sledovani stability a postupného uvolilovani aktivnich latek enkapsulovanych
v nanomateridlech hraje dualezitou roli pfi pochopeni funkce a potencidlni aplikace téchto
materialt.. Zajist'uje to minimalizovani rizika nezadoucich zmén, a je to klicové pro zajisténi
dlouhodobé spolehlivosti pro rizné aplikace, naptiklad v 1ékafstvi. Vytvaieni kombinovanych
nanomaterialll a zaji$téni synergie antimikrobialnich latek je dulezité pro predchazeni vzniku
rezistence.

Tato diplomova prace se zabyva pfipravou nanomateriald a zkoumanim jejich stability
pomoci kapalinové chromatografie. Tato metoda je klicovou analytickou technikou, ktera
umoziuje detailni charakterizaci latek v roztocich. Jeji vyuZiti ve spojeni s analyzou stability
nanomateridlli poskytuje dulezité informace o jejich chovani v rliznych prostfedich, coz ma
zasadni vyznam pro jejich praktické vyuZiti.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Nanomaterialy

Nanomateridly pfedstavuji zajimavou skupinu materiali s Sirokym spektrem praktickych
aplikaci. Jsou charakterizovany svou velikosti v rozmezi nanometrii. Mohou byt organické,
anorganické nebo organokovové, jejich vlastnosti fyzikalni, tak i chemické se méni v zavislosti
na velikosti a tvaru. V soucasné dob¢& nachazeji nanomateridly komer¢ni uplatnéni
v povrchovych natérech, elektronice, kosmetice a sportovnim vybaveni. Nanomaterialy lze
klasifikovat podle velikosti a rozmérii. Podle téchto parametri je délime na tzv. nulové,
jednorozmémé a vicerozmérné. Nanomateridly s nulovym rozmérem maji vSechny rozméry
Vv nanom¢titku, nejcastéji se jednd o Castice. Nanomateridly, které maji jediny rozmér
v makrom¢étitku a zbyvajici dva rozméry v nanométitku, jsou oznacovany jako jednorozmérné.
Druhou kategorii jsou vicerozmérné nanomateridly, zahrnujici dvourozmérné a tfirozmérné
varianty, které se vyznacuji tim, ze nejméné dva rozméry piesahuji nanoméftitko [1][2].

2.1.1 Klasifikace nanomateriala

Podle ptvodu rozd€lujeme nanomateridly do dvou hlavnich skupin, konkrétné na ptirodni
a umélé. Piirodni nanomaterialy zahrnuji rizné formy nachazejici se v ptirod¢, jako jsou viry,
proteiny, minerdly a ptirodni koloidy. Na druhé stran¢ jsou umélé nanomaterialy, které zahrnuji
vytvorené struktury, jako jsou uhlikové nanotrubice a polovodi¢ové nanocastice. Tato skupina
nanomaterialli je vyrabéna podle piesnych mechanickych a vyrobnich postupu [3].

Dalsi klasifikace nanomaterialii je podle povahy sloZek. Podle tohoto kritéria se déli
na fyzikalni a chemické. Na zédklad¢ této klasifikace 1ze nanomateridly rozdélit na kovové
nanomateridly a slitiny. Kovové nanocéstice jsou slozeny z Cistych kovovych prekurzora.
Dal$im typem jsou nanomateridly na bazi oxidii kovi. Oxidy kovli vykazuji Siroky rozsah
krystalinity a vazby kov-kyslik, pti¢emz tyto vazby mohou sahat od téméf iontovych az po
kovalentni. Oxidy kovil maji vynikajici optické, elektrické a magnetické vlastnosti. Pfikladem
je oxid titaniCity a oxid zine¢naty. Dalsi tfidou jsou polovodic¢ové nanocastice. Tento typ
kombinuje vlastnosti kovi a nekovil. Jsou slozeny z riznych sloucenin, ptiklady zahrnuji oxid
zinecnaty, sulfid zine¢naty, sulfid kademnaty a selenid kademnaty. Nasledujicim typem jsou
nanosilikaty. Jsou to anorganické dvourozmémé materialy. Castym vyuZivanym silikatem je
jil, ktery pfedstavuje kfemicitan hote¢nato-hlinity. Dalsi skupinou jsou keramické nanocastice,
které jsou anorganické atepelné¢ odolné. Keramické nanostruktury slouzi K aplikacim
v oblastech biomediciny. Poslednim typem jsou kompozitni nanomaterialy, které predstavuji
kombinaci nanocastic s jinymi nanocasticemi nebo nanocastic s materialy vétsiho rozméru,
jako jsou nanovldkna. Tyto nanomateridly jsou jiz vyuzivany k posileni mechanickych,
tepelnych a nehoflavych vlastnosti v Sirokém spektru vyrobki, od autodili po obalové
materialy [3][4].
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2.1.2 Vyuziti nanomateriali v kosmetickém a lékafském pramyslu

Nanotechnologie mé V poslednich letech rozsahlé uplatnéni rovnéz v medicing. Ne&které
nanocastice maji mozné vyuziti v cilenych lé¢ivych piipravcich, farmaceutickych produktech,
biomedicinskych implantatech a tkanovém inzenyrstvi. V sou¢asné dobé¢ jsou nanotechnologie
vyuzivany v oblasti diagnostiky, piedevSim pro piesné arychlé identifikace onemocnéni.
Nanotechnologie ma potencidl zménit diagnostiku ve zdravotnictvi tim, ze zvySi pfesnost,
citlivost a rychlost 1ékatskych testti. Nanocastice jsou pouzivany k dodavani 1é¢iv na specificka
mista. Cilené dodavani 1€kt minimalizuje farmaceutické naklady a terapeutické vydaje jsou
snizeny, coz snizuje naklady na zdravotni péci pro pacienty. Diky vyuziti nanostruktur jsou
v soucasné dob& umoznény terapeutické aplikace mnoha 1ékti s omezenou permeabilitou, které
nelze podavat oralné. DalSim vyuzitim v medicin€ je pouziti v moderni kardiologii, kde
nanomateridly umoziiuji objev novych moznosti azdokonaleni 1écby slozitych
kardiovaskularnich onemocnéni. Pouziti nanomaterialii, jako jsou mikrovlakna z grafitu muze
usnadnit ukladani mineralnich usazenin obsahujicich vapnik na protézy. Vzhledem k témto
vysledkim predstavuji novy smér vyzkumu, ktery by mohl zvysit pfilnavost implantatu
ke tkanim kosti. To pomutze zvysit efektivitu umélych kloubti u pacientd. Diky své malé
velikosti mohou nano¢astice byt mimoiadné uZiteéné pii 16¢bé karcinomu. Céstice, zejména ty
pouzivané v detekci, mohou byt vyjimecné uzite¢né v onkologickém vyzkumu diky svym
malym rozmérim. V soucasné dob&é umoznuji pokroky v oblasti nanotechnologii aplikovat
toxické 1écebné postupy, jako jsou napiiklad chemoterapeutické protirakovinné latky, s veétsi
mirou bezpecnosti a efektivity. Byly dokumentovany situace, kdy nanomaterialy umoznily
provadét diagnostické analyzy, které by jinak byly prakticky nemozné [5][6].

Nanomateridly patfi do skupiny materialt, které si ziskaly velkou pozornost diky
vyznamnym specifickym fyzikalné-chemickym vlastnostem. Jejich vyhodou je vysoka
povrchova plocha, coz umoziuje efektivnéjsi transport slozek skrz kiizi a zlepSuje biologickou
dostupnost, coZ nachazi uplatnéni v kosmetickém primyslu. V dnes$ni dob¢ jsou nanomaterialy
nejcastéji vyuzivany v kosmetice, zejména v produktech pro péci o plet, a jejich bézné pouziti
je zaznamenano predev§im v opalovacich krémech, kde slouzi mimo jiné jako UV filtry.
Nanotechnologické produkty vyrobené pro pifimy kontakt s pokoZkou oblic¢eje by vSak mély
byt diikladné dermatologicky testovany [7][8][9].

2.2 Nanocastice

Nanocastice jsSou malé materidly, jejichz rozméry se pohybuji v rozmezi nanometrii. Tyto
Castice jsou rozdé€leny do ruznych skupin v zavislosti na jejich tvaru, velikosti
a fyzikaln¢ - chemickych vlastnostech. Existuje n€kolik tfid nanocastic, které se lisi svymi
charakteristikami, vcetné¢ nanocastic na bazi uhliku, kovovych nanocastic, keramickych
nanocastic, polovodi¢ovych nanocastic, polymernich nanocastic a nanocastic na bazi lipidi.
Nanocastice mohou mit riizné tvary, velikosti a struktury [10][11].
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2.2.1 Liposomy

Liposomy pifedstavuji nejvice prozkoumané nanorozmérové nosice v oblasti cileného podavani
1é¢iv. Jedna se o sférické lipidové vezikuly slozené z jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev.
Poprvé byly objeveny v 60. letech minulého stoleti aod té doby se staly jednim
z neroz$ifengjSich systémi pro dodavani 1ékt. Liposomy jsou sloZzeny z ptirodnich nebo
syntetickych fosfolipidt. Jejich zakladni strukturu tvofi fosfolipidy, dale cholesterol, ktery
moduluje propustnost membran, méni tekutost a zvySuje stabilitu dvojvrstvych membran.
Dvojvrstva membrana fosfolipidii obsahuje hydrofobni fetézce zbytkd mastnych kyselin
a hydrofilni hlavicku [12][13].

Hydrofobni dvojvrstva

Cholesterol

L
&=

Fosfolipidy

Obrazek 1: Schématické zndzornéni liposomii [12]

Hlavni vyhodou liposomt, jako nosi¢i 1é¢iv je jejich slozeni, které je ¢Cini
biokompatibilnimi, biodegradabilnimi, netoxickymi a schopnymi enkapsulovat jak hydrofilni,
tak hydrofobni 1é¢iva. Hydrofilni 1é¢iva jsou pfitomna ve vodném jadie (viz Obrazek 1),
zatimco lipofilni 1é¢iva jsou zachycena v lipidové dvojvrstvé. Liposomy se pouzivaji jako
transportni systém pro mnoho bioaktivnich materiald, jako jsou cytostatika, proteiny, peptidy,
enzymy, DNA nebo vakciny. Zapouzdienim slouceniny do lipoSomu je lé¢ivo chranéno
pred casnou inaktivaci apfed enzymatickymi procesy, které se bézné vyskytuji v téle.
Ackoli Ize liposomy pouzit k transportu Siroké Skaly latek, jejich vyuziti v praxi je méné
obvyklé. Hlavnimi divody jsou jejich fyzikalné-chemicka nestabilita zptisobena oxidaci
a hydrolyzou fosfolipidii, nizka rozpustnost ve vodnych roztocich a kratkd doba cirkulace
v lidském téle zpuisobena rychlou detekei imunitnim systémem [14].

2.2.2 Slozky liposomu

Lecitin je hlavni slozkou tukd, nachazi se v bunéfnych membranach, kde podporuje
mezibunénou komunikaci. Jedna se o Zlutou az hnédou latku, kterd mlze byt ziskavéana
z rostlin, ale také zvitat. Ziskava se ze s6jovych bobu a fepkovych semen ve velkém mnozstvi,
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a to zejména pro komerc¢ni ucely. Lecitin lze nalézt i v dalsich zdrojich, jako je kvétak, cizrna,
araSidy, mléko aofechy. V potravinaiském primyslu byvd pouzivan jako emulgator.
Charakteristické vlastnosti lecitinu jsou pfevazné zptisobeny povrchovou aktivitou fosfolipida.
Fosfolipidy se skladaji z glycerolu s navazanymi dvéma mastnymi kyselinami a fosfatovou
skupinou prostfednictvim esterové vazby [15].

Cholesterol je latka ptirozeného plivodu, kterda ma strukturu skladajici se ze Ctyr
uhlovodikovych kruhti a jednoho postranniho fetézce, ktery ma osm uhlikii. Chemicky se fadi
mezi steroidy adiky hydroxylové skuping€, ktera je navazand v poloze C3, se fadi
do podskupiny sterold, konkrétné jako zoosterol. Mezi hlavni zdroje cholesterolu patii vaje¢ny
zloutek, krevety, hovézi a vepiové maso [16][17].

2.2.3 Klasifikace liposomi

Liposomy jsou nejcastéji klasifikovany podle jejich velikosti a poétu fosfolipidovych
dvojvrstev v liposomu (Obrazek 2).
Na zakladé poctu lamel se liposomy d¢li na:

a) unilamelarni (jednoducha fosfolipidova dvojvrstva),

b) multilamelarni (vicenasobné fosfolipidové dvojvrstvy, pramér vétsi nez 0,5 um),

€) multivezikularni systémy (mensi vacky uvniti hlavniho vacku, primér vétsi nez 1 pm).
Liposomy s jednou fosfolipidovou dvojvrstvou se pak dé€li na:

a) malé unilamelarni vezikuly (SUV) o priméru 20-200 nm,

b) wvelké unilamelarni vezikuly (LUV) o pruméru 100—-1000 nm,

C) obfi unilamelarni vezikuly (GUV) o priméru vétsi nez 1000 nm.
Multilamelarni vezikuly (MLV) obvykle obsahuji 5-25 fosfolipidovych dvojvrstev, a proto
jsou vhodnéj$i pro zapouzdieni hydrofobnich 1é€iv. Na druhou stranu jsou LUV vhodné&;jsi
pro enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv, protoze maji pouze jednu fosfolipidovou dvojvrstvu
a mnohem vétsi objem vodného roztoku v liposomech nez SUV [14].

el@le <)

Obrazek 2: Typy vezikul v zavislosti na velikosti a lamelarité [18]

2.2.4 Priprava nanocastic typu liposomi

Obvykly postup ptipravy zahrnuje dispergaci lipidickych latek ve vodném prostiedi,
nasledované purifikaci a analyzou vytvofenych liposomll. Mezi €asto vyuZzivané metody patii
sonikace, metoda odpatrovani reverzni faze nebo hydratace lipidického filmu [19].
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Hlavnim principem sonikace je plsobeni ultrazvuku na kapalinu. Frekvence ultrazvukovych
vin je aplikovana na roztok s cilem homogenné rozptylit nanocastice do zakladni tekutiny.
Tento akusticky energeticky tok, pronikajici skrze roztok, ovliviiuje Castice v jeho slozeni
a indukuje zmény v jejich usporadani ¢i struktute. Timto zptisobem je rusena mezimolekularni
sila, coz nasledné¢ snizuje tvorbu shlukli nanocastic. Sonikace je nepouzivanéjsi metodou
pro ptipravu malych SUV vezikul. Jsou znamy dvé moznosti provedeni tohoto procesu.
V prvnim ptipadé se vyuziva sonikacni sondy, ktera je ponofena do roztoku, ktery obsahuje
vSechny potiebné sloZky pro ptipravu liposomti. Tato sonda predava do roztoku velké mnozstvi
energie, tim dochdzi k jeho zahtivani a pienosu tepla do roztoku. Z tohoto divodu je potieba
chlazeni na vodni lazni. Druhou moznosti je sonikace pfimo ve vodni lazni. Pfi této varianté
je liposomalni roztok umistén do uzaviené nadoby a cely tento systém je ponoien do sonika¢ni

lazn¢ [19][20].
2.2.5 Charakterizace pripravenych nanocastic s aktivni latkou
2.2.5.1 Stabilita nanocdstic

Termin stabilita nanocastic se Siroce pouziva k popisu zachovani konkrétnich vlastnosti
nanostruktury, jako je agregace, sloZeni, krystalinita, tvar a velikost [21].

Liposomalni stabilita je dulezitym ukazatelem potencialni Gcinnosti a uzite¢nosti
v klinickém pouziti. Stabilita je ¢asto hodnocena provedenim fyzikalniho hodnoceni struktury
liposoma v nékolika ¢asovych bodech (napf. dny, tydny nebo mésice). Nezddouci zmény
ve fyzikalnich charakteristikach liposomové formulace zahrnuji agregaci castic a fyzikalni
degradaci lipidové membrany v prubéhu ¢asu. Liposomalni priimér a povrchovy naboj I1ze urcit
pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) [22].

Zeta potencidl nebo ( potencidl je zkratka pro elektrokineticky potencial v koloidnich
systémech. Z teoretického hlediska je zeta potencial elektricky potencidl v mezifazové dvojité
faktory patii iontova sila a teplota [23].

Zeta potencial je dulezity pro fyzikalni stabilitu emulzi. Vysoky pozitivni nebo negativni
zeta potencial znamena elektrickou stabilitu diky odpudivym silam, které pievazuji
nad ptitazlivymi silami. To udrzuje ¢astice v emulzi rozptylené a zabranuje jejich koagulaci
nebo flokulaci. Naopak nizky kladny nebo zéporny zeta potencidl vede k pfevazujicim
ptitazlivym silam, coz muze vést ke Spatné fyzikalni stabilité¢ emulze [23].

2.2.5.2 Velikost éastic

Pro méteni velikosti ¢astic se pouziva metoda, které je znama jako dynamicky rozptyl svétla.
Tato technika je ¢asto vyuzivana pro analyzu distribuce velikosti liposomu [24]. Princip této
metody je podrobnéji popsan v bod¢ 2.10.1.
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2.2.6 Enkapsulace

Enkapsulace, neboli zapouzdieni je cenna metoda pouzivand k ochrané¢ ucinnych latek
azlepSeni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Také ji Ize vyuzit k ochrané
pfed nezadoucimi viinémi, chutémi nebo neptiznivymi podminkami prostiedi [25].

Nekteré latky maji vyznamné zdravotni piinosy a mohou slouzit jako 1éCiva, avSak neni
mozné je pfimo pouzivat ani skladovat dlouhodobé, coz miize byt zplsobeno jejich nizkou
rozpustnosti, nizkou biologickou dostupnosti, sklonem k oxidaci apod. Latka je obvykle
uzaviena potahovym materidlem, ktery tvoii bariéru pro ochranu latky pted prostfedim
a chemickou interakci (Obrazek 3). Potahovy material se nazyva plastovy nebo sténovy
material. Zapouzdfeni 1ze pouzit pro zlepSeni vlastnosti riiznych latek a také pro ochranu aktivni
latky napiiklad pied svétlem, vlhkosti a zménami pH. Kromé ochrany aktivni latky mutze
enkapsulace také prodlouzit uvoliiovani, coz mize byt uzite¢né pti postupném a kontrolovaném
uvolnovani 1é¢iv [25].

Zapouzdieni do liposomil usnadiiuje dodani 1é¢iva do specifického mista, jako je naptiklad
mozkovy parenchym, zvySuje stabilitu molekul 1é¢iva, prodluzuje farmakologickou aktivitu
prostiednictvim kontinudlniho lokalniho uvoliiovani aktivnich molekul a snizuje vedlejsi
ucinky, ¢imz zlepSuje G€innost a bezpecnost terapii. Vzhledem k obrovskému mnozstvi 1é¢iv
s velmi specifickymi a odliSnymi vlastnostmi existuje mnoho typt biopolymert (¢astice na bazi
proteinti) a umélych polymeri (kyselina polymlééna-ko-glykolova, poly-e-kaprolakton,
kyselina polymlécna, poly(butylkyanoakrylat) nebo zelatina, které se pouZzivaji pro jejich
zapouzdieni. Existuji dvé hlavni kategorie enkapsulacnich technik. Prvni kategorii jsou
chemické metody, kam fadime techniky koacervace a kokrystalizace. Druhou skupinou jsou
fyzikalni postupy, které =zahrnuji rozpraSovani, chlazeni rozpraSovanim, extruze
nebo emulgaéni techniky, pfi¢emz je nejcastéji vyuzivany ultrazvuk jako zdroj energie [26].

Aktivni ¢inidlo

Obal =
membrana

Obrazek 3: Zapouzdiena aktivni latka [25]

Pti vyrobé liposomdlnich ¢astic s enkapsulovanymi aktivnimi latkami je klicové peclivé
sledovat pomér mezi enkapsulovanym lé¢ivem v liposomech a zbylym neenkapsulovanym
lécivem. Tato kontrola umoziuje urcit uc¢innost enkapsulace v liposomech. K vyhodnoceni
enkapsulovaného a neenkapsulovaného lé¢iva v liposomech se pouzivaji analytické metody,
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jako napiiklad HPLC, UV/VIS spektrofotometrie, dynamicky rozptyl svétla (DLS),
elektronova mikroskopie (EM) a fluorescenéni spektroskopie [27].

2.3 Nanovlakna

Nanovlakna jsou jednorozmérné nanomaterialy, které se vyuzivaji pro Sirokou Skalu
vyzkumnych a komer¢nich aplikaci. Nanovlakna vykazuji nékolik zajimavych vlastnosti. Mezi
tyto vlastnosti patii pramér, ktery je az 1000krat mensi nez prameér lidského vlasu, velky povrch
s nastavitelnou poréznosti, flexibilni povrchové funkce alepSi mechanické vlastnosti nez
kterykoli jiny bézné pouzivany material. Vyznamny dopad technologie nanovlaken spociva
Vv moznosti vyuziti Siroké Skaly materidl, které Ize pouzit pro vyrobu nanovlaken, vcetné
prirodnich a syntetickych polymerti, kovl a oxidi kova, uhlikovych akompozitnich
nanomaterialt [28].

Nanovldkna maji Siroké vyuziti v 1ékarstvi, vyuzivaji se jako obvazy na rany, nosice
pro tkdnové inZenyrstvi, rizné diagnostické nastroje, dentdlni protézy a naplasti. Jsou
vyuzivany k prevenci, detekci, méfeni a diagnostice nebo 1é¢bé nemoci. Dalsi vyuziti
nanovlaken je v kosmetickém primyslu. Nanovlakna se také pouzivaji v opalovacich krémech,
pletovych krémech, vlasovych produktech a produktech pro ustni hygienu [29][30].

Jednofazova nanovlékna jsou takové materialy, které maji homogenni chemické slozeni
a strukturu po celé délce vlakna. Kompozitni nanovlakna jsou slozena alespon ze dvou nebo
vice slozek, které maji odlisné fyzikalni nebo chemické vlastnosti. Piikladem kompozitniho
materialu mohou byt nanovldkna s integrovanymi casticemi. V biomedicinskych aplikacich
jsou tato kompozitni nanovlakna uptfednostiiovana pro své vyjimecné strukturalni vlastnosti
a variabilitu ve srovnani s monofazovymi nanovlakny. Jsou relativn€ novym a unikatnim typem
nanomateridlli s fadou vyuziti. Pristup s kompozitnimi nanovldkny vyrazné€ zlepsil pfilnuti
bunék ajejich funkce ve srovnani Sjednoduchymi nanovldkny. VéEtSina kompozitnich
nanovlaken je navrzena s cilem zlep$it mechanické, strukturdlni a bunécné vlastnosti oproti
monofazovym nanovlaknum [31].

2.3.1 Materialy pro pripravu nanovliken

Nanovlédkna se diky svym mimotadnym technickym vlastnostem stala vyznamna v téméf vSech
prumyslovych odvétvich, zejména v obalovém, Cdisticim, textilnim, farmaceutickém
a biomedicinském sektoru. Nanovlédkna se vyrabé&ji z riiznych polymert v zavislosti na jejich
zamySlené funkci. VétSina z téchto nanovlaken byla objevena jako biologicky odbouratelna
a biokompatibilni a maji schopnost vytvofit vysoce porézni strukturu s vynikajicimi
vlastnostmi, diky ¢emuz jsou vhodné pro Sirokou skalu aplikaci [32].

Nanovlakna mohou byt vyrobena z ptirodnich polymeri, jako je kolagen, celuldza, fibroin,
Zelatina, keratin, chitosan, a syntetickych polymeri, jako je polyuretan, kyselina polymlécna,
kopolymer kyseliny mlécné a glykolové a polykaprolakton. Ptirodni polymery nabizeji lepsi
biokompatibilitu a biologickou aktivitu nez syntetické polymery diky své pfirozené bioaktivite.
Ptirodni biomateridly jsou omezeny ve své pouzitelnosti v oblasti biomediciny kvtli jejich
nevyvazenym mechanickym vlastnostem a stabilité. Navzdory skutecnosti, Ze syntetické
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biomateridly jsou biologicky neaktivni, jejich mechanické vlastnosti a biologicka stabilita
mohou byt pfizptisobeny riznym aplikacim. Spojeni pfirodnich materidlii se syntetickymi
slozkami s cilem vytvofit komplexy je vnimano jako efektivni strategie pro dosazeni vysoké
biologické ucinnosti a souCasné¢ pro dosazeni snadno kontrolovatelnych mechanickych
charakteristik a biostability [32].

2.3.1.1 Polyhydroxybutyrdt

Polyhydroxybutyrat (PHB) je polyester, ktery produkuji bakterie a slouzi jako zdroj ukladani
uhliku a energie (Obrazek 4). Tento material, ktery ma podobné termoplastické vlastnosti jako
polyethylen a polypropylen, je biologicky rozlozitelny, inertni a biokompatibilni, coz ho ¢ini
vhodnym pro pouziti v mediciné a biomedicin€. Diky své vysoké krystalinité, teploté tani
a hydrolytické stabilit¢ 1ze PHB vyuzit pro biomedicinské aplikace, a to vcetné kostnich
implantatl a nanoc¢astic pro dodavani léciv. Syntéza PHB muze probihat riiznymi zpiisoby,
vcetné syntetické polymerace, ziskdvani z rostlin nebo bakteridlni fermentace. Bakterie jako
Cupriavidus necator, Azohydromonas lata a Escherichia coli jsou schopné produkovat PHB,
a to jak v ptirodnim prostiedi, tak i v laboratofi [33][34][35].
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Obrazek 4: Chemickda struktura polyhydroxybutyratu [33]

2.3.2 Metody pro pripravu nanovlaken

Existuje n¢kolik metod pro ptipravu nanovlaken, které se pouzivaji v riznych odvétvich, jako
je napiiklad biomedicina nebo elektronika. Mezi hlavni metody patii postupy oznac¢ované jako
elektrospinning, forcespinning, wet spinning, dry spinning, gel spinning a melt spinning.

2.3.2.1 Elektrospinning

Elektrostatické zvldknovani je vSestrannd a zivotaschopnid technika pro generovani
ultratenkych vldken. Zakladni nastaveni pro elektrostatické zvlaknovani je pomérné
jednoduché, aproto je pristupné témét kazdé laboratofi. Mezi hlavni soucasti patii
vysokonapétovy napéjeci zdroj, injekéni pumpa, zvlakiovaci tryska a vodivy kolektor. Je to
proces, pii kterém se vytvareji vldkna malého prifezu z roztoku nebo taveniny za pomoci
elektrického pole. Princip elektrostatického zvlakinovani zacina tim, ze se polymerni roztok
vytlaci na hranu jehly pomoci davkovaciho zafizeni. Pii zvySeném elektrickém napéti v roztoku
polymeru je kapka zuzovana do tvaru, ktery se nazyva Taylorav kuzel. Tento jev vznikd vZzdy,
kdyz je vodiva kapalina vlozena do elektrického pole, kde coulombovska sila plisobi opa¢nym
smérem nez vektor sily povrchového napéti kapky atecného napéti, coz ji prodluzuje.
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Ve vrcholu Taylorova kuzele jsou koncentrované Castice, které maji stejny naboj, diky tomu
dochazi k elektrostatické repulzi. Jakmile dojde k dosaZeni kritického potencialu, tato repulze
piekona silu povrchového napéti a proud roztoku za¢ne unikat z vrcholu [36][37]. Tento jev je
znazornén na Obrazek 5.

Tryska

Kapalina

Povrchové
napéti
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l Gravitace
namahani

Vzduch

N

Elektrické \Viskozi
napéti
Elektrické
polarizaéni
napéti

Elektrické pole

Obrdzek 5: Popis Taylorova kuzele [38]
2.3.2.2 Forcespinning

Forcespinning, neboli odstiedivé zvlaknovani je metoda, ktera vyuziva mechanickou silu jako
hnaci silu k natahovani taveniny na vlakna. Zakladni nastaveni se sklada ze dvou ¢asti: trysky
drzené v rotatoru, kde hnaci sila pochazi z odsttedivé sily a kolektoru (Obrazek 6). Pii této
metod€ prekondva odstrediva sila povrchové napéti roztoku v centralni rotacni trysce, coz
umoziuje vytlaceni kapaliny. Odstfedivé a vzduchové treci sily prodluzuji paprsek, ktery
nasledné prochazi procesem natahovani, aby se nakonec zachytil na kolektorech [39].

Vldkna

Rotujici disk \ Kolektor

Obrdzek 6: Schéma forcespinningu [39]

Odsttedivé zvlaknovani dosahuje vynikajici produktivity vlaken diky vysoké uc¢innosti
vysokorychlostni odstfedivé sily. Této vysoké tucinnosti je dosazeno bez potieby
vysokonapétového elektrického pole. Odstiedivé zvlakiiovani snadno produkuje zarovnana
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nanovlakna, protoze paprsek je natahovan odstfedivou silou v jednom sméru. Odstiedivé
zvlaknovani v§ak produkuje vldkna s vyssimi stitednimi priméry ve srovnani s elektrostatickym
zvlakinovanim [39].

2.3.2.3 Wet spinning

Dalsi casto uplathovana metoda, ktera je pouzivana pro vyrobu nanovlaken, se nazyva ,wet
spinning®, jinak také ,,vlhké* zvlaknovani. Tato technika se aplikuje na polymery, které je nutné
rozpustit v rozpoustédle, aby mohly byt zvlakfiovany. Zvlaknovaci tryska je ponoifena
do koagulac¢ni 1azné,v niz dojde K vysrazeni vlakna, které poté ztuhne. Mezi nevyhody této
metody patii nizka rychlost piipravy [40].

2.3.2.4 Dry spinning

Suché zvldknovani je dalsi zptisob vyroby polymernich vldken. V suchych zvlakiovacich
zafizenich je roztok polymerniho roztoku ptivadén konstantni a regulovatelnou rychlosti
tryskami do zvlaknovaciho potrubi, kde se spfadana vlakna susi proudem zahiatého vzduchu.
Béhem tohoto procesu suseni se rozpoustédlo odpaiuje z trysek a vede ke ztenCovani a tuhnuti
vlaken [41].

2.3.2.5 Gel spinning

Jednim z hlavnich vyrobnich postupti pro vyrobu vldken s velkou pevnosti a mechanickymi
vlastnostmi je gelové zvlaknovani. Po vytlaceni roztoku polymeru ze zvlaknovacich trysek se
tento roztok ochladi v rozpoustédle nebo vodé a poté se natdhne na gelové vlakno. Gelové
zvlaknovani miZe uc¢inné podporovat molekulovou hmotnost, stupenn orientace, krystalinitu
a hustotu vlakna polymeru, coz pfispiva ke zvySeni pevnosti vlakna [42].

2.3.2.6 Melt spinning

Melt spinning predstavuje efektivni metodu pro vyrobu polymernich vlaken. Béhem tohoto
procesu je polymer rozpustén a vytlacen ze zvldknovaci trysky, ¢imz vznikaji dlouhé vlakna
polymeru. Zvlaknovaci tryska miZe obsahovat libovolny pocet otvort v zavislosti na konkrétni
aplikaci. Material je Casto vytlaCovan do jednovlaknovych a mnohovlaknovych niti, které jsou
nasledné¢ tahdny a ochlazeny (typicky pomoci vzduchu), ¢imz dochazi k jejich ztuhnuti. Poté
jsou navinuty na civky, nebo podrobeny dal$im procesim, jako je texturovani, tkani
nebo splétani [43].

2.4 Kombinované nanomaterialy na bazi nanocastic a nanovlaken

Nanovlakna jsou casto vytvafena technikami elektrostatického zvlaknovani a nachdzeji
uplatnéni u dodavani Iékti, obvazovych materialt, ve tkdniovém inzenyrstvi a dalSich oblastech.
Maji nékolik omezeni, kterd lze vyfeSit vyvojem technik doddvéani tzv. ,,nano-v-nano‘
zpusobem. V systémech ,,nano-v-nano* jsou do nanovlaken zabudovany nanocastice, a diky
tomu nabizeji mnoho vyhod oproti jinym nanosystémim. Mezi tyto vyhody patii ochrana léciva
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pted fyzikalnim poskozenim, schopnost poskytovat prodlouzené uvoliiovani 1é¢iva, moznost
kombinace vice aktivnich latek pii jedné aplikaci. Souhrnné lze fict, Ze kombinaci obou
uvedenych typli nanomateriald se dosahuje optimalizace jejich vyhod a eliminace jejich
nevyhod, mezi které patii napfiklad rychlé¢ uvolnovani. Kombinované nanomateridly mohou
byt vyrobeny tiemi riznymi zptsoby. Prvni moznosti je enkapsulace nanoc¢astic do nanovlaken,
dalsim zplUsobem je zachycovani nanocastic mezi nanovlakny a posledni metodou je
adsorpce [44].

Jednim ze zptsobu za¢lenéni nanoc¢astic do nanovlaken je jejich enkapsulace do nanovlaken.
Je to vyhodné pro dosazeni fizeného uvoliovani 1é¢iva nebo bioaktivni molekuly. Tato metoda
je vyhodna také proto, Ze snizuje ztraty 1éCiva. V prvni fazi vyvoje takového systému probiha
piiprava nanocastic S enkapsulovanym lé¢ivem pomoci jakékoli techniky. Tyto pfipravené
nanocastice se fadn¢ smichaji s polymernim roztokem, dokud nedojde Kk vytvoifeni
homogenniho roztoku. Polymerni roztok zcela obali nanocéastice apoté Se pomoci
elektrostatického zvlakinovani vytvoii nanovlakna s enkapsulovanymi nanocasticemi. Druhou
moznosti je zachyceni. Tato metoda je nejméné vyuzivand. Principem je pronikani nanocéstic
do pért bez tvorby jakékoliv vazby s nanovldknem. Posledni moznosti je adsorpce nanocastic
do nanovldken. Ve srovndni s jinymi metodami je velmi jednoduchd. Nanocéstice se adsorbuji
na nanovlakna pouhym ponofenim nanovlakna do disperze nanocastic [44].

Budouci perspektivy v této oblasti nosi¢t 1éki mohou znamenat vyrazna zlepSeni
v oblastech nanotechnologii, nanobiotechnologii a nanomediciny. Usp&chy dosazené
v experimentalnim vyzkumu jsou klicové pro pievod tohoto systému do klinické praxe.
S podporou nadé&jnych klinickych dikazi miaze dojit k vyrazné efektivnéjsi terapeutické
ucinnosti tohoto pfistupu pii 1écbe riznych onemocnéni. Predpoklada se, Ze systémy nanocastic
inkorporovanych v nanovlaknech mize byt velmi efektivni pti 16¢bé vaznych onemocnéni, kdy
prekonaji omezeni stavajicich terapeutickych metod [45].

7y rwe

2.5 Synergicky ucinek antimikrobidlnich latek

v

Synergicky ucinek je definovan jako proces, pii kterém spolupracuji dvé antimikrobiélni ¢inidla
tak, aby dosahly kombinovaného ucinku, ktery je vétsi nez jejich soucet. Lze ho povazovat
zapfimou strategii, kterd se pfirozené¢ vyvinula k dosazeni vyS$$i ucinnosti pii nizkych
nakladech. V tomto ohledu 1ze pozorovat synergické UCinky pfi interakci mezi rostlinnymi
produkty a konvenénimi 1é¢ivy nebo biochemickymi slouceninami. Je dilezité identifikovat
a vyuzit tyto interakce, protoze jakékoli zlepSeni, které takovy druh procesu piinese, lze
s vyhodou pouzit k 1écbé lidskych chorob [46].

r

2.6 Antioxida¢ni ucinek

Volny radikal muze byt definovan jako jakakoliv molekula schopna samostatné existence, ktera
obsahuje neparovy elektron v atomovém orbitalu. Radikaly jsou nestabilni a vysoce reaktivni.
Mohou bud’ darovat elektron nebo piijmout elektron z jinych molekul, a proto se chovat jako
oxidacni, nebo redukéni c¢inidla. Jednd se o Vvysoce reaktivni druhy, schopné v jadie
a v membranach bun¢k poskozovat biologické molekuly, jako je DNA, proteiny, sacharidy
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a lipidy. Volné radikdly napadaji dilezité makromolekuly, coz vede k poSkozeni bunéck
anaruseni rovnovahy. Volné radikaly adal§i reaktivni formy kysliku pochazeji bud’
z normalnich zadkladnich metabolickych procest v lidském téle, nebo z vnéjsich zdrojt, jako je
vystaveni rentgenovym paprskiim, ozonu, koufeni cigaret, latkdm zneciStujicim ovzdusi
a pramyslovym chemikaliim. Tvorba volnych radikald probiha v bunikach nepfetrzité jako
dusledek enzymatickych i neenzymatickych reakci [47].

Antioxidanty jsou latky, které jsou schopny zachytavat volné radikaly a mohou pomoci
potlacit nerovnovahu, ktera vznika pti oxidativnim stresu. Hraji klicovou roli pii ochrané rostlin
pred poskozenim, znecisténim a chorobami. Pfirodni antioxidanty jsou Siroce rozsifené
Vv [éCivych rostlindch. Tyto pfirodni antioxidanty, zejména polyfenoly a karotenoidy, vykazuji
Sirokou skalu biologickych ucinkt, véetné téch protizanétlivych. Dale plisobi proti starnuti,
proti ateroskleroze, a proti rakoviné. Efektivni extrakce a spravna izolace antioxidantt
z potravin  aléCivych rostlin jsou kli¢ové pro prozkoumani potencialnich zdroji
antioxidantt [48][49].

2.7 Antibiotika

Zavedeni antibiotik do klinické praxe bylo nejvyznamnégj$im Iékaiskym prilomem 20. stoleti.
Slouzi k 1é¢bé infekénich onemocnéni, ale umoznily i mnoho modernich 1ékatskych postupt,
vcetné 1éCby rakoviny a transplantaci organt. Nespravné uzivani antibiotik vedlo ke vzniku
rezistence. Antibiotika jsou jedny z nejcastéji predepisovanych 1kt a pouzivaji se k 1é¢bé
bakterialnich a plisiiovych infekci. Zatimco nékteré z téchto 1éka jsou dostupné v peroralnich
formulacich, fada z nich se podava intraven6zni nebo intramuskularni injekci [50][51].
Antibiotika jsou cytotoxickd, nebo cytostatickd. UmoZiluji imunitnimu systému,
aby bakterie eliminovala. Antibiotika pusobi na bakterie nékolika mechanismy: inhibici
syntézy bunécné stény, inhibici translace — syntézy proteint, replikace deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) a tvorby ribonukleové kyseliny (RNA) [52][53].
Ptiklady antibiotik podle zptisobu ptisobeni jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1. Priklady nékterych antibiotik podle typu ucinku [53]
beta-laktamova

ATB inhibujici syntézu bunééné stény
karbapenemy

aminoglykosidy
ATB inhibujici syntézu proteint
tetracykliny

chinoliny
ATB inhibujici syntézu NK
fluorochinoliny

Antibioticka rezistence je schopnost bakterii odolavat u¢inkiim antimikrobiélnich 1éc¢iv, coz
ztézuje usmrceni mikroorganismi a snizuje ucinnost 1écby. Tento jev je povazovan za klicovy
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problém v 1é¢bé infekci, protoze bakterie mohou byt odolné vici jak ptirodnim, tak syntetickym
antibiotikiim. K tomuto jevu pfispiva primarné nespravné uzivani nizkych davek antibiotik
nebo nedostate¢na doba uzivani, coZ umozni adaptaci mikroorganismu a nepomtize pak ani
nadmérné uzivani antimikrobialnich latek. DalS§im problémem je nedisledné ptredepisovani
antibiotik, coz v souhrnu vede k vytvoreni rezistentnich organismi. Bakterie mohou vyvinout
rezistenci nékolika zpisoby, véetné modifikace cile 1éCiva, inaktivace 1é¢iva, omezeni jeho
pfijmu a aktivniho transportu z burnky. Problém rezistence ma vazné dasledky pro 1é¢bu infekei
a vyzaduje komplexni opatfeni pro jeho zvladnuti. Zabranit rozvijejici se rezistenci k dal§im
antibiotikim muaze vyvoj novych antimikrobidlnich latek, dale je dilezitym prvkem zplsob
ucinku a kombinace preparati schopnych synergie, napiiklad mezi antibiotiky a dalSimi
1écivy [54][55][56].

2.7.1.1 Ampicilin

Ampicilin je semisynteticky derivat penicilinu (Obrazek 7). Je to ucinné antibiotikum proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Je odolné vuci kyselinam, takze jej Ize podavat
peroralné. Ampicilin mé baktericidni u¢inek diky své schopnosti blokovat syntézu bunécné
stény bakterii, coZ vede k jejich nasledné bakteriolyze. Ma velmi dobré hodnoty minimalni
inhibi¢ni koncentrace proti vétSiné mikroorganismi. Ampicilin se také pouziva ve spojeni
s dalsimi antimikrobialnimi latkami za ucelem zlepSeni jejich Gcinnosti, rozsifeni spektra
antimikrobidlniho puasobeni a snizeni vyvoje rezistence. Tyto kombinace jsou uzite¢né
pti empirickém 1éceni Siroké Skaly komplikovanych infekci, véetné aerobnich, anaerobnich
a smiSenych infekci. Ampicilin se pouziva k 1é¢b¢ infekci hornich a dolnich cest dychacich,
infekci kiize a koZnich struktur, infekci mocovych cest a zanétt sttedniho ucha [57][58][59].

Obrazek 7: Vzorec ampicilinu [60]
2.7.1.2 Streptomycin

Streptomycin je aminoglykosidové antibiotikum (Obrazek 8), které bylo objeveno jako 1ék
uziteCny v boji proti tuberkuldze. Podava se intramuskuldrné. Streptomycin Spatné pronika
do mozkomisniho moku a dal$ich vzdalenych tkani (napf. prostaty a oka). Lécivo ptisobi jako
inhibitor syntézy proteinii tim, ze se vaze na 16S rRNA anaruSuje proces translace.
Streptomycin ma Siroké spektrum antibakteridlni aktivity. Je uinny proti véEtSing
gramnegativnich  a grampozitivnich  bakterii, proti  stafylokokiim, streptokokiim,
pneumokoktim, gonokokiim, meningokokim. Pouziva se pii 1écbé riznych dalSich
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onemocnénich, které jsou zpisobeny mikroorganismy, naptiklad pti bakterialni endokarditide,
periotonitidé, meningitidé, infekcich mocovych cest, zalude¢nich infekcich. Hlavnimi
vedlejSimi ucinky aminoglykosidd jsou ototoxicita a nefrotoxicita [61][62][63].

Obrdzek 8: Vzorec streptomycinu [60]

2.8 Prirodni latky s antioxidaé¢ni aktivitou a antimikrobidlnim tG¢inkem

Jedna se o bioaktivni slouCeniny rostlinného pivodu produkované rostlinami pro jejich
ochranu. Jsou to obvykle rostlinné sekundarni metabolity. Mezi latky, které vykazuji
antimikrobiadlni aktivitu se fadi fenoly a polyfenoly, terpenoidy, alkaloidy, lektiny
a polypeptidy. Fytochemikalie mohou pusobit na mikroorganismy nékolika zptsoby, jako je
naruSeni mikrobidlnich membrédn nebo bunééného metabolismu. Rostliny jsou povazovéany
za cenny zdroj unikatnich ptirodnich latek pro vyvoj antidiabetickych, protizanétlivych,
protirakovinnych a antimikrobialnich 1ékd. V dnes$ni dobé se rozsifuje a zrychluje zejména
vyzkum rostlinnych antimikrobialnich latek, a to z diivodu stale ¢astéji se vyskytujici rezistence
mikroorganisma na antibiotika. Nékteré fytochemikalie maji ptirozeny vyrazny antimikrobialni
ucinek a jejich kombinace s antibiotiky muze vykazovat synergicky efekt [64][65][66].

2.8.1 Eugenol

Eugenol (Obrazek 9) je prirodni aromaticka latka, kterd se pfirozené vyskytuje hlavné
v esencialnich olejich. Jednim z hlavnich zdrojii eugenolu je esencialni olej z hiebicku, pficemz
eugenol je latka odpovédna za jeho typickou vini. Jde o prihlednou az naZloutlou olejovitou
tekutinu, kterd je dobie rozpustna v organickych rozpoustédlech. Je znama diky své
antibakterialni a antiplistiové aktivité, protizanétlivym Uc¢inkiim a antioxidacnim vlastnostem.
Eugenol mize byt extrahovan rovnéz z mnoha rostlin a jeho antimikrobialni aktivita je zaloZena
na jeho propustnosti pies buné¢nou membranu a schopnosti interagovat s proteiny. Je 1é¢ivy
a zaroven se pouziva také ve vyrobcich, jako jsou parfémy a cigarety s prichuti hiebicku.
V lékafstvi se eugenol vyuziva jako antiseptikum a anestetikum, protoze zmirfiuje bolest.
Ve stomatologii se ¢asto pouziva pii vypliovani dutin pfed zhotovenim vyplné a pii vyrobé
intermediarnich nahrad, kdy se do téchto nahrad vtira eugenol, aby znecitlivél mékké tkané
Vv duting ustni po extrakci zubid. Soucasné napomaha lepSimu zhojeni post-extrakénich ran.
Navzdory svému rozmanitému pouziti miize byt eugenol nebezpecny, zvlasté¢ pokud se uziva
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vice nez doporucené davkovani. V takovych ptipadech miize zplsobit kiece, nevolnost, rychly
srde¢ni tep a zavraté. Nékteré vyzkumné studie ukazuji, Ze eugenol muze byt toxicky pro
imunitni systém a fada studii také uvadi, ze mtze vést k mutacim v DNA téla [67][68][69].

o~

Obrdzek 9: Vzorec eugenolu [60]
2.8.2 Karvakrol

Karvakrol (Obrazek 10) je fenolicky monoterpenoid, ktery se nachazi v esencialnich olejich
Z oregéana, tymianu, peprnice, divokého bergamotu a dalSich rostlin. Karvakrol ma Sirokou
Skalu biologickych aktivit, které jsou uzite¢né pro klinické aplikace, jako jsou antimikrobidlni,
antioxidacni a protirakovinné aktivity. Antimikrobidlni aktivita karvakrolu je vy$$i nez u jinych
tékavych slou€enin ptitomnych v esencialnich olejich, a to diky ptitomnosti volné hydroxylové
skupiny. Karvakrol sniZzuje oxida¢ni stres prostfednictvim odstrafiovani volnych radikald
a ROS. Je ucinny proti patogeniim pienasenym potravinam véetné Escherichia coli, Salmonella
sp. a Bacillus cereus. Karvakrol ma vysokou antioxidacni aktivitu a byl uspé$né pouzivan
hlavné ve spojeni stymolem, se kterym vykazuji synergicky uc¢inek. Bylo také zjisténo,
ze karvakrol vykazuje antimikrobialni aktivitu proti Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp., Enterococcus sp. Shigella [70][71][72].

Obrazek 10: Vzorec karvakrolu [60]
2.8.3 Kurkumin

Kurkumin (Obrazek 11) je hlavni kurkuminoid, ktery je ziskavany z kurkumy. Kurkuma je
koteni, které je dlouhou dobu uznavano pro své 1é¢ivé vlastnosti. Pouziva se nejen v 1ékarstvi,
ale taky je pouzivana v gastronomii. Je hlavnim zdrojem kurkuminu. Pomaha pii zvladani
oxidac¢nich a zanétlivych stavli, metabolického syndromu, artritidy, Gzkosti a hyperlipidémie.
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Muize také pomoci pfi zvladani zanétu zpuisobeného cvicenim a bolesti svali, a tak u aktivnich

lidi zlepSuje regeneraci a vykon. V¢étSina ztéchto vyhod lze pficist jeho antioxida¢nim

Obrazek 11: Vzorec kurkuminu [60]
2.8.4 Tymol

Tymol (Obrazek 12) je piirodni t€kavy monoterpenoid, ktery je hlavni aktivni slozkou oleje
extrahovaného zrostliny Thymus vulgaris L., bézné¢ znamého jako tymian. Jedna se
0 vSestrannou molekulu s Sirokou S$kalou praktickych aplikaci Vv 1ékafstvi, stomatologii,
veterinarnim 1ékaftstvi, potravindch a agrochemikaliich. Jeho farmakologické aplikace byly
vlastnostmi. Zvysila se jeho aplikace v zemédélstvi, kde se pouziva jako piirodni
agrochemikalie. Pfesnéji se pouziva pii desinfekci pidy, ochrané proti Sktdcim a jako
alternativa k chemickym pesticidim. Tymol je chemicky podobny karvakrolu, 1isi se v poloze
hydroxylové skupiny na fenolovém kruhu, diky ¢emuz je jeho izomerem. Tymol ovliviiuje
propustnost membrany, ato nasledné zpusobuje ztratu membranového potencidlu, unik
K" iontl, ATP a karboxyfluoresceinu. Jedna se 0 vSestrannou molekulu s Sirokou Skalou
praktickych aplikaci [76][77].

Obrdzek 12: Vzorec tymolu [60]
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2.8.5 Vitamin E

Vitamin E (Obrazek 13) je jednim ze ¢tyf vitamind rozpustnych v tucich, je esencialni pro
lidsky organismus a mé zdsadni vyznam pro zdravi lidského téla. Vitamin E je nejucinnéjSim
antioxidantem, ktery chrani polynenasycené mastné kyseliny v membranach pied oxidaci
areguluje produkci reaktivnich forem kysliku. Existuje osm rtiznych molekularnich forem
vitaminu E s antioxida¢ni aktivitou, piesto té€lo pfednostné vyuziva a-formu vitaminu E. Ma
Siroké vyuziti v potravindiském prumyslu, vyskytuje se v potravinach jako je Spenat, ofechy,
maslo, dale v ovoci, napiiklad v ¢erném rybizu, jahodach a malinéch, jeho pfijem je tedy
kazdodenni [78][79].

Obrdazek 13: Vzorec vitaminu E [60]

2.9 Systémy pro postupné uvoliiovani aktivnich latek

Pfi vyvoji nanocasticového transportniho systému je dilezité vzit v Givahu uvolnovani 1éciva,
kter¢ je enkapsulované uvnitf nanocastice. Rychlost uvolilovani enkapsuloveného 1é¢iva zavisi
na nékolika faktorech. Prvnim z nich je schopnost 1é¢iva rozpoustét se, dale hraje roli desorpce
neboli uvolhovani 1é¢iva. Podstatnym faktorem je také schopnost 1é¢iva difundovat skrze
nanocasticovou matrici a dilezita je ieroze, ¢i degradace samotné matrice Castic. Celkova
dynamika uvoliiovani 1é¢iva miize byt vysledkem kombinace téchto procesti. Proces
uvoliovani tedy fidi rozpustnost, difize a biodegradace matrice ¢astic. Membrana slouZi jako
bariéra pro uvolilovani 1é¢iva, a proto se rozpustnost a difuze 1é€iva v polymerni membrané,
nebo skrz ni, stavaji klicovymi faktory pro uvoliiovani lé¢iva. Kromé toho mize byt rychlost
uvoliovani také ovlivnéna iontovymi interakcemi mezi lécivem a pomocnymi slozkami.
Kdyz zachycené 1éCivo interaguje S pomocnymi slozkami, muze se vytvofit komplex méné
rozpustny ve vod¢, ktery miize zpomalit uvoliovani 1é¢iva [80].

2.10 Instrumentalni metody vyuZivané pri analyze nanostruktur a jejich vlastnosti

Pro studium struktury, charakteristik a stability pfipravenych nanomaterialti lze vyuzit rizné
instrumentalni analytické metody, které umoznuji posoudit fyzikéalni, chemické a strukturni
vlastnosti téchto materidli. Mezi tyto metody patii napiiklad dynamicky rozptyl svétla (DLS),
UV/VIS spektrofotometrie, elektronova mikroskopie (TEM, SEM) a vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC).
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2.10.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla, také znamy jako fotonova korelacni spektroskopie
nebo kvazielasticky rozptyl svétla je technika, kterd primarné méfi Brownlv pohyb
makromolekul ¢astic v roztoku, ktery vznika v disledku srazek s molekulami rozpoustédla,
a dava tento pohyb do souvislosti s velikosti ¢astic. Takovy pohyb makromolekul zavisi na
jejich velikosti, teploté a viskozité rozpoustédla. Znalost ptesné teploty je kli¢ova pro spravné
méfeni na zafizeni pro dynamicky rozptyl svétla, protoze viskozita rozpoustédla je teploté
zavisla. Pozorovanim pohybu castic v Case lze ziskat informace o velikosti makromolekul.
Velké ¢astice difunduji pomaleji, coz vede k podobnym polohdm v riznych ¢asovych bodech,
na rozdil od malych ¢astic, které se pohybuji rychleji [81].

2.10.2 UV/VIS spektrometrie

Ultrafialova a viditelna spektrometrie je technika, ktera slouzi k provadéni jak kvantitativnich,
tak kvalitativnich analyz vzorkd. Ultrafialové zafeni zaujima spektralni oblast o vinové délce
100—400 nm a viditelné oblast 400-800 nm. Spektrometrické metody se zaméiuji na sledovani
interakce elektromagnetického zafeni se zkoumanou latkou za ucelem studia struktury
nebo stanoveni koncentrace. Za Klicova kritéria spektrometrickych metod jsou povazovany
skutecnosti, jestli dochazi k absorpci nebo emisi zafeni ze strany zkoumané latky. V ramci
absorp¢nich metod se pro kvantitativni vyhodnoceni vyuziva vztah mezi méfenou veli¢inou
(obvykle absorbanci A), poctem castic N (které absorbuji monochromatické zareni)
Vv jednotkovém objemu a tloustkou absorbujiciho prostiedi | [82][83].

Tento vztah je popsan vrovnici ( 1 ), kde e; predstavuje konstantu znamou jako
monochromaticky absorp¢ni koeficient [84].

A=€/1'l'N (1)

2.10.3 Chromatografie

Chromatografie je soubor metod, které se pouzivaji k oddélovani slozek obsazenych ve vzorku.
Umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu vzorkl. Zakladem této metody je pouziti dvou
fazi, z nichZ jedna zGstava nepohybliva (stacionarni faze) a druha se pohybuje (mobilni faze).
Vzorek se aplikuje na start stacionarni faze a pohybem mobilni faze je vzorek unasen. Vzorky,
které jsou stacionarni fazi poutany silnéji, jsou separovany pozdé&ji neZz slozky méné
zadrzované [85].

2.10.3.1 Typy chromatografie

Chromatografie se déli podle nékolika kritérii. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme
plynovou chromatografii, kde mobilni f4zi je plyn a kapalinovou, kde mobilni f4zi je kapalina.
Dalsi déleni je podle usporadani stacionarni faze, kde rozliSujeme kolonovou chromatografii,
kde stacionarni faze je umisténa v koloné, dalSim typem je papirova chromatografie,
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kde stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru. Poslednim typem je tenkovrstva
chromatografie, kde je stacionarni faze umisténa na pevném plochém podkladu.

Dalsi déleni je podle déje, ktery probiha pii separaci. Podle tohoto déleni rozliSujeme
chromatografii na adsorp¢ni, kde pii separaci rozhoduje schopnost slozek adsorbovat se
na povrchu stacionarni faze. Dal$i znamou formou je iontové-vyménna chromatografie,
kde o0 separaci rozhoduji pfitazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze a ionty
vzorku. Pii gelové chromatografii se slozky separuji podle velikosti. Poslednim typem je
afinitni chromatografie, kde stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku specificky jen urcité
slozky. Tato slozka mtize byt protein, enzym, DNA, RNA, mala molekula nebo jakékoliv jind
molekula s konkrétni afinitou k ligandu vazanému na stacionarni fazi [86].

2.10.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie je v soucasné dobé¢ povazovana za jednu
z nejpouzivangjSich analytickych technik a nachazi Siroké vyuziti v riznych odvétvich. Jeji
vSestrannost spociva v tom, ze umoziuje jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu slozek smési
béhem separace. Tato metoda je vysoce selektivni, citlivd a umoziiuje rychlé provadéni riznych
analyz. Pro analyzu je potfeba pouze malé mnozstvi vzorku a soucasné diky automatickému
davkovaci Ize cely postup pln¢ automatizovat. Vystup z této analyzy se nazyva chromatogram,
ktery poskytuje informace o obsahu a Cistoté analyzované aktivni latky. V soucasné dob¢ je
HPLC casto vyuzivana k separaci a ¢isténi riznych latek v oblastech farmacie, biotechnologie,
ochrany zivotniho prostfedi a potravinaiského pramyslu [87].

2.10.4.1 Instrumentace HPLC

Zékladni sestava kapalinového chromatografu (Obrazek 14) zahrnuje casti, které jsou
odpovédné za transport mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek, detekci, zaznamenavani
signalu a vyhodnoceni chromatografického zaznamu [89].

Cerpaci systém neboli pumpa poskytuje presny tok mobilni faze do systému. SloZeni mobilni
faze muze byt béhem celé analyzy stalé, nebo se béhem separace miize ménit [90].

Vzorkovac vnese smés vzorku do proudu mobilni faze, ktery ji unasi do kolony. V dnes$ni dobé&
existuji automatické davkovace, které umi davat vzorek do kolony bez pteruSeni toku mobilni
faze a zaroven s vysokou ptesnosti objemu [91].

Ptredkolona je umisténa pfed hlavni chromatografickou kolonou. Slouzi k pfedbézné
separaci vzorku, odstranéni necistot a zbytkl, které by mohly posSkodit hlavni kolonu
nebo zhorsit vysledky analyzy. Ma velmi malé mnozstvi adsorbentu a zlepSuje Zzivotnost
analytické kolony. Je ze stejného materialu jako kolona a nepfispiva k separaci. Kvalita
chromatografickych metod a celého procesu nezélezi pouze na kvalit¢ pouzitého sorbentu,
ale také na délce kolony, materialu, ze kterého je vyroben a dalsim faktorim. Kolony jsou
obvykle vyrobeny z lesténé nerezové oceli, skla a polyethylenu nebo polyetheretherketonu.
Délka kolony je obvykle kolem 50 mm az 300 mm ama vnitini pramér kolem 2 mm
az 5 mm [88][92].
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Efektivita celé analyzy je ovlivnéna volbou vhodného detektoru, ktery by mél spliiovat
pozadavky, jako je vysoka citlivost a reprodukovatelnost. Detektory pouzivané u kapalinové
chromatografie maji niz§i citlivost nez detektory u plynové chromatografie. Mezi nejcastéji
vyuzivané detektory pfi kapalinové chromatografii patii UV detektory. Tyto detektory méfi
absorbanci elektromagnetického zaieni urCité vinové délky, které projde celym detektorem
spolu s eluatem. Pii detekci 1éCiva je predev§im vyuzivana UV oblast spektra, nasledné
viditelnd a v minimalni mife infraervena oblast spektra. Mezi dalsi vyuzivané detektory
pii kapalinové chromatografii patfi fluorescen¢ni detektor, refraktometricky detektor,
elektrochemicky detektor ahmotnostni detektor. Fluorescenéni detektor je jeden
z nejcitlivéjsich detektord, zatimco detektor indexu lomu je nejméné citlivy. Ve specialnich
aplikacich (napf. analyza sacharidil) roste popularita detektoru rozptylu svétla, ale bohuzel,
ackoliv je tento typ detektoru univerzalni, ma citlivost jen o néco malo lepsi nez detektor indexu
lomu [87][88][93].

Kolona
— —
" =~
Injektor
Rozpoustedio ]
Vzorek
Cerpadlo Detektor

Odpad

Obrazek 14: Schéma HPLC [94]
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3 CILE PRACE

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i cile:

1)
2)
3)

4)

Literarni reSerSe zaméfend na nanomaterialy, jejich pfipravu a charakterizaci,
stabilitu, postupné uvolnovani aktivnich latek a instrumentalni metody (HPLC)
Ptiprava nanomaterialii (¢astice a vlakna) z pfirodnich polymerii s enkapsulovanou
aktivni antimikrobialni slozkou

Optimalizace metody pro sledovani kinetiky uvoliiovani enkapsulovanych latek
Z materiall do riznych modelovych prostiedi

Srovnani stability nosi¢ovych materidli a pouzitelnosti funkcionalizovanych
nanostruktur
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité na charakterizaci aktivnich latek

2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina) ABTS, Sigma-Aldrich (Némecko)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova kyselina, Sigma Aldrich (Némecko)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Némecko)

Acetonitril, Penta (Ceska republika)

Ethanol pro UV/VIS, Lach-ner (Ceska republika)

Methanol, Honeywell (Némecko)

4.1.2 Pouzité chemikalie na pripravu nanocastic

Chloroform, Penta (Ceska republika)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (Némecko)

Lecithin, Sigma-Aldrich (Némecko)
Polyhydroxybutyrat, Fakulta chemické (Ceska republika)

4.1.3 Vybrané aktivni latky

Ampicilin, Sigma-Aldrich (Némecko)
Carvacrol, Sigma-Aldrich (Némecko)
Curcumin, Sigma-Aldrich (Némecko)
Eugenol, Sigma-Aldrich (Némecko)
Streptomycin, Sigma-Aldrich (Némecko)
Thymol, Sigma-Aldrich (Némecko)
a-Tocopherol, Sigma-Aldrich (Némecko)

4.2 Pristroje a pomicky

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Automatické pipety v rizném rozsahu objemu, Discovery (Némecko)
Centrifuga Mikro 120, Hettich (Némecko)

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf (Némecko)

Fixed Speed Vortex Mixer, Ohaus (Cina)

Inverzni biologicky mikroskop i-101 LW Scientific, Laboserv (Ceské republika)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, Malvern (Anglie)
Magnetick4 micha¢ka s ohievem, Lavat-Verkon (Ceska republika)
Program Chromeleon 7

Ptredvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Rotacni zvldkiiovaci pfistroj (prototyp)

Spektrofotometr Helios y, Unicam (Anglie)

Ttepacka Promax 1020, Heidolph (Némecko)
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Ultrazvukovy homogenizator, Bandelin Sonopuls HS3200, Sonorex Technik (Némecko)
Vortex, TK3S, Kartellspa (Spojené staty americké)
Vysokotlaky kapalinovy chromatograf UltiMate 3000, Termo Fischer Scientific (Spojené staty

americké)
- Predkolona  Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer C18, AJO — 4287, Phenomenex
- Kolona Kinetex C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex
- DAD Vanquish, Thermo Fischer

- Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2
Zetasizer ZS, Malvern (Velka Britanie)

4.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity vybranych latek

ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l, spole¢né s ABTS byl
Vv destilované vodé rozpustén K»S>,Og na koncentraci 2,45 mmol/l. Roztok byl ponechan stat
ve tmé 12 hodin, diky ¢emuz se vytvoril roztok radikalkationu ABTS". Pied pouzitim byl tento
roztok zfedén ethanolem pro UV-VIS na absorbanci 0,70 + 0,02 pti 734 nm. Jako blank byl
pouzit ethanol. Z takto nafedéného roztoku byl pipetovan 1 ml do kyvety a k nému piidano
10 pl destilované vody a byla ihned zmétena absorbance pti 734 nm oproti ethanolu, coz nam
dalo absorbanci Ao. Poté byl napipetovan 1 ml roztoku ABTS* do zkumavky typu Eppendorf
a pridano 10 pl vzorku. Zkumavka s roztokem byla promichéna a ponechéna 10 minut ve tmé.
Po uplynuti této doby byl roztok ptelit do kyvety a byla zméfena absorbance Aio pti 734 nm.
Pokles absorbance byl vypocéten zrozdilu Ao a A Celkova antioxida¢ni aktivita byla
vypoctena dosazenim poklesu absorbance do kalibracni kfivky Troloxu v rozmezi koncentraci
0,099 — 0,396 mg/ml. Trolox byl rozpustén v 60% ethanolu pro UV-VIS na ptedem vypoctené
koncentrace a proméien stejné jako vzorky. Vzorky 1 kalibra¢ni roztoky byly analyzovany
v triplikatech a hodnocena byla primérna hodnota a smérodatné odchylka.

4.4 Priprava Castic

Byly ptipraveny liposomy prazdné i s enkapsulovanymi aktivnimi latkami. Dale byl pfipraven
4% roztok polyhydroxybutyratu na nanovlakna a na hybridni liposomy, které byly obohacené
timto roztokem, také byly pfipraveny ¢astice prazdné i S enkapsulovanymi aktivnimi latkami.

4.4.1 Priprava roztoku polyhydroxybutyratu

Byl pfipraveny roztok 4% PHB v chloroformu. Bylo navaZené urcit€é mnoZstvi
polyhydroxybutyratu, které bylo rozpusténé v daném mnozstvi chloroformu. Smés byla dana
na magnetickou michacku pti 70 °C az do Uplného rozpusténi polyhydroxybutyratu. Takto
ptipraveny roztok PHB byl pouzit pfi dalSim méfeni.
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4.4.2 Priprava liposomi

Liposomové castice (prazdné, kontrolni) byly ptipravovany z lecitinu a cholesterolu. Bylo
navazeno 90 mg lecitinu, 10 mg cholesterolu, tyto navazky byly pfidany k 1 ml chloroformu.
Tato smés byla piidana k 10 ml destilované vody.

Pii ptipravé liposomt s aktivni latkou byla k této smési pfidana odpovidajici navazka
kurkuminu, karvakrolu, eugenolu, tymolu, vitaminu E, ampicilinu a streptomycinu. Aktivni
latky byly pfidané ve tfech rdznych koncentracich, konkrétné 0,25 mg/ml,
0,5 mg/ml a1l mg/ml.

Ptipravena smés byla ultrazvukovana pfi chlazeni ve vodni l4zni, a pak ddna na magnetickou
michacku z davodu odpafeni chloroformu. Zbyly obsah byl dan do centrifugy
pii 6 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl supernatant odlit a dale
zcentifugovany pti 11 000 otackach po dobu 1 hodiny. Supernatant byl odpipetovany a byly
ziskany liposomy.

4.4.3 Priprava liposomi s polyhydroxybutyratem

Pfi ptipravé hybridnich liposomovych castic s PHB byl pfipraveny roztok 4% PHB, jak je
uvedeno v kapitole 4.4.1. P#i piipravé liposomu bylo navazeno 60 mg lecitinu, 10 mg
cholesterolu, tyto navazky byly pridany ke 4% roztoku PHB, tak aby roztok PHB ptedstavoval
30% podil z celkové hmotnosti liposom.

U liposomt s aktivni latkou byly k této smési navazeny kurkumin, karvakrol, eugonol,
tymol, vitamin E aampicilin. Tyto latky byly pfidany ve tfech riznych koncentracich,
ato 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml. Takto pfipravena smés byla pfidana k 10 ml destilované
vody a byl proveden stejny postup, jako v kapitole 4.4.2.

45 Charakterizace ¢astic

U pripravenych liposomi byl méfen zeta potencial, enkapsula¢ni aktivita, uc¢innost a byla
sledovana jejich stabilita v rizném prostiedi.

45.1 Stanoveni stability

Stanoveni stability piipravenych liposomt bylo provedeno na piistroji Malvern Zetasizer.
Stabilita byla urovdna pomoci zeta potencidlu. Pripravené liposomy byly také
rozsuspendovany ve dvou prostiedich (destilovana voda a fyziologicky roztok), pred samotnym
méfenim byly 100krat zfedény destilovanou vodou. Takto ptipraveny vzorek s liposomy byl
dan do Dip cely, ktera byla poté vlozena do pfistroje. Z namétené hodnoty zeta potencialu byla
ur¢ena stabilita ¢astic. Liposomy, které mély hodnotu zeta potencidlu mensi nez -30 mV a vétsi
nez 30 mV byly vyhodnoceny jako stabilni. Zeta potencial byl zméfen nejprve v ¢ase nula,
ihned po ptipravé liposomtl.
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4.5.1.1 Stanoveni dlouhodobé stability

Za ucelem stanoveni dlouhodobé stability byl po dvou tydnech zmétfen znovu Zeta potencial
pfipravenych liposomi podle postupu, ktery se uveden v bod¢ 4.5.1. a byl porovnan se Zeta
potencidlem, ktery mély liposomy bezprostifedné po jejich ptiprave.

4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni enkapsulacni aktivity

Byly ptipraveny liposomy (s 30% PHB i bez PHB) s koncentraci aktivnich latek 0,25 mg/ml,
0,5mg/ml a1l mg/ml podle postupu v bodé 4.4.3. Pfipravené liposomy byly ponechany
Vv lyofilizatoru po dobu 24 h. Poté byly rozpustény v chloroformu a u takto upravenych vzorku
byla zméfena absorbance. Ze ziskanych hodnot byla pomoci kalibracni kiivky vypocitdna
enkapsulacni aktivita.

Ponévadz spektrofotometrickd analyza slouzila v této praci pouze jako srovnavaci,
absorpcni maxima a kalibracni kiivky jednotlivych aktivnich latek byly prevzaty z predchozi
diplomové prace [97], na kterou piedloZena prace bezprostfedné navazovala (Tabulka 2).

Tabulka 2: Absorpéni maxima a kalibracni primky aktivnich ldtek [97]

Absorpé¢ni maximum £ Koncentraéni Rovnice
Latka [nm] rozsah primky R
Eugenol 281 5,0 -2 pg/ml y =0,0199*x 0,9987
Tymol 275 10 - 70 pg/ml y =0,0148*x 0,9922
Kurkumin 419 1-6,5 pg/ml y = 0,1522*x 0,9997
Karvakrol 276 10 - 80 pg/ml y = 0,0125*x 0,9988

4.5.3 Enkapsulacni aéinnost

Byly ptipraveny liposomy podle postupu, ktery je uveden v bod¢ 4.4.3. Po centrifugaci pfi
11 000 ot./min po dobu jedné hodiny byl odebrany supernatant, ktery byl analyzovan pomoci
kapalinové chromatografie. Veskeré vzorky bylo nutno pfed analyzou vhodn€ natedit
a prefiltrovat ptes nylonovy filtr s pory o velikosti 0,45 um. Vzorky byly poté pfipraveny
do vialek.

Parametry chromatografické analyzy jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 3; Tabulka 4;
Tabulka 5; Tabulka 6) a sestrojené kalibracni kiivky v tabulce (Tabulka 7). Podminky analyzy
byly optimalizovany pro jednotlivé latky, kalibra¢ni kiivky byly sestrojeny s vyuzitim
kalibra¢nich standardi Cistych latek v adekvatnim koncentraénim rozmezi.
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Tabulka 3: Parametry HPLC metody pro stanoveni eugenolu, karvakrolu a tymolu

Doba analyzy 20 minut
Kolona Kinetex C18; 2,5 um; 100 A; 150 mm x 4,6 mm
Teplota 25°C
Objem nastriku 20 pl
A: 0,01% trifluoroctova kyselina v MiliQ
Mobilni faze .
B: acetonitril
gradientova
Cas [min] A [%] B [%]
0 75 25
1 75 25
Eluce
5 60 40
10 45 55
12 30 70
20 75 25
Prutok,mobllnl 0,4 ml/min
faze
Detektor UV-VIS 280 nm

Tabulka 4. Parametry HPLC metody pro stanoveni vitaminu E

Doba analyzy 25 minut
Kolona Kinetex C18; 2,5 um; 100 A; 150 mm x 4,6 mm
Teplota 25°C
Objem nastiiku 20 pl

A:ACN:MeOH:Tris HCI (84:2:14)

Mobilni fize B: MeOH:Ethylacetat (60:40)
gradientova
¢as [min] A [%] B [%]
0 100 0
Eluce 13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0
Prl"ltok’ mobilni 1.2 mi/min
faze
Detektor UV-VIS 285 nm
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Tabulka 5: Parametry HPLC metody pro stanoveni kurkuminu

Doba analyzy 20 minut
Kolona Kinetex C18; 2,5 pm; 100 A; 150 mm x 4,6 mm
Teplota 25°C
Objem nastriku 20 pul
A: 0,01% trifluoroctova kyselina v MiliQ
Mobilni faze .
B: acetonitril
gradientova
¢as [min] A [%] B [%]
0 45 55
1 30 70
Eluce
5 0 100
10 0 100
12 45 55
20 45 55
Priitok mobilni .
. 1 ml/min
faze
Detektor UV-VIS 425 nm
Doba promyvani 0 minut

Tabulka 6: Parametry HPLC metody pro stanoveni ampicilinu

Doba analyzy 20 minut
Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 100 A, 150 mm x 4,6 mm
Teplota 25°C
Objem nastriku 20 pl

A: 0,01% trifluoroctova kyselina v MiliQ

Mobilni faze .
B: acetonitril
Eluce 1zokraticka
pomeér 80:20 (A:B)
pritok mobilni faze 0,4 ml/min
Detektor UV-VIS 210 nm
Doba promyvani 1 minuta

36




Nameétené hodnoty byly vyhodnocovany pomoci programu Chromeleon 7, kde byly
integrovany plochy pod kiivkou jednotlivych piki. Podle obsahti a rovnic kalibra¢nich ptimek
(Tabulka 7) byly vypo¢itany odpovidajici koncentrace aktivnich latek ve vzorcich.

Tabulka 7: Rovnice kalibracnich primek optimalizovanych metod kapalinového chromatografu (ponz.
A[mAU min], c[mg/ml])

Aktivni latka Rovnice kalibra¢ni primky
ampicilin A=8408,5-c; R=0,9830
eugenol A=5610,4-c; R=0,9998
karvakrol A=1963,2-c; R=0,9999
tymol A=3767,6-c; R=0,9997
kurkumin A=37441-c, R=0,9950
vitamin E A=640,9-c; R=0,9999

45.4 Stanoveni postupného uvoliiovani aktivnich latek z pripravenych liposomi

Postupné uvoliiovani aktivnich latek zlipozoml bylo sledovdno metodou kapalinové
chromatografie. Mnozstvi uvolnénych latek u pripravenych lipozomi bylo sledovano ve tfech
prostiedich, konkrétn¢ uvolnéni do destilované vody ado fyziologického roztoku
pfi laboratorni teploté (25 °C) a pii teploté 37 °C na tfepacce.

Z ptipravenych  suspenzi lipozomovych ¢astic vytvofenych pomoci tycového
ultrazvukového homogenizatoru byl vzdy 1 ml odebran do zkumavky typu Eppendorf. Roztoky
byly nésledné centrifugovany po dobu 5 minut pii 6 000 ot/min. Nasledné¢ byl pielit
supernatant, ktery byl centrifugovan 1 hodinu pti 11 000 ot/min. Po centrifugaci byl supernatant
odpipetovan a K precipitatu tvofeném casticemi byl piidan 1 ml daného prostiedi (destilovana
voda nebo fyziologicky roztok). Castice byly v daném prostiedi rozsuspendovany a takto
ponechany po potiebnou dobu. Castice v prostiedi fyziologického roztoku byly ponechany
na tiepacce pfi teploté 37 °C. Dalsi Castice ve fyziologickém roztoku a destilované vodé byly
ponechéany pfi laboratorni teploté. Casové intervaly méfeni byly 1, 10 hodin, dale 1, 2 a 3 dny.
Po uplynuti ur¢ené doby byly liposomy s obsahem aktivni latky dany do centrifugy (60 minut,
11 000 ot/min) a supernatant byl ponechan k analyze na HPLC.

Analyza uvolnéného mnoZstvi aktivni latky prob&hla na kapalinovém chromatografu
(HPLC). Byla optimalizovana metoda na stanoveni eugenolu, tymolu a karvakrolu, podle které
byly latky poté stanoveny (Tabulka 3). Parametry metody jsou uvedeny tabulce (Tabulka 3).
Kalibra¢ni kfivky pro vypocet jsou v tabulce (Tabulka 7).

4.6 Priprava nanovliken pomoci odstiedivého zvlaknovani

Nanovlakna byla ziskana ze 4% roztoku PHB, jehoz pfiprava je popsana v kapitole 4.4.1. Bylo
odebrano 20 ml tohoto roztoku, ktery byl pomoci automatické pipety postupné piikapavan
na oCistény rotor aparatury na odstiedivé zvlaknovani (prototyp, FCH VUT v Brng). Byla
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pfipravena vlakna ze samotného PHB a dale vlakna, ktera byla obohacena o antimikrobialni
latku (eugenol, karvakrol, tymol), pfidanou v mnozstvi, které odpovidalo 5 % a 10 % PHB.
Takto pripravend vldkna byla uchovana ve tmé a pii laboratorni teploté v plastovych Petriho
miskéch pro dal§i méteni.

4.7 Charakterizace nanovlaken

Byly pfipravena nanovlakna s enkapsulovanou aktivni latkou (5% a 10%) podle postupu, ktery
je uveden vbodé 4.6. U piipravenych nanovlaken bylo proméfeno postupné uvoliiovani
aktivnich latek.

4.7.1 Postupné uvolnovani aktivnich latek z pripravenych nanovliken

Uvoliovani aktivnich latek probihalo ve tfech riiznych prostfedich, a to v destilované vodé,
ve fyziologickém roztoku pii laboratorni teploté (25 °C) a zahiatém fyziologickém roztoku
na teplotu 37 °C. Do zkumavky typu Eppendorf byl vlozen 1 cm? piipraveného nanomaterialu
a nasledn¢ byl ptidan 1 ml prosttedi. Takto ptipravené vzorky byly ponechany bud’ ve skiince
nebo na vyhraté tiepacce.

Bylo stanoveno kratkodobé uvoliiovéani, v fddu hodin a minut, konkrétné¢ po 5, 15, 30
minutach, 1 hoding a 2 hodinach. Dalsi stanoveni bylo dlouhodobé¢, a to v ramci dni - po 1, 2,
3, 4 a5 dnech. Ze zkumavky po uplynuté dobé bylo vyjmuto vldkno a ziskany roztok byl
ptefiltrovan a nachystan jako vzorek do sklenéné vialky.

Analyza uvolnéného mnozstvi aktivni latky probéhla na vysokotlakém kapalinovém
chromatografu (HPLC). Parametry metody jsou uvedeny tabulce (Tabulka 3). Pro vypocet
koncentrace uvolnéné latky byly pouzity kalibra¢ni piimky, které jsou uvedené ve v tabulce
vyse (Tabulka 7).

4.8 Priprava kombinovanych nanomateriala

Pro ptipravu kombinovanych nanomateriali byly vystfizeny ¢tverce nanovlaken o velikosti
1 cm?, které byly pfedem zvazeny. Byly piipraveny liposomy s 30% PHB a enkapsulovanymi
aktivnimi latkami (ampicilin, eugenol, karvakrol, tymol) podle postupu uvedeného v bodé
4.4.3. Pripravené liposomy byly rozsuspendovany v destilované vodé. Takto pfipraveny roztok
liposomu byl pfelit do plastové nadoby k nanovldknim. Tyto nadoby byly ponechany
na tfepacce pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byly nanovladkna vynddna a susSena
do aplného vysuSeni. Vysusena kombinovana nanovlakna byla nasledné pouzita na analyzu
uvoliiovani aktivnich latek.
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Obrazek 15: Priprava kombinovanych nanomaterialu

4.8.1 Sledovani morfologie pripravenych kombinovanych nanomateriali

Navazani PHB ¢astic na PHB vlakna bylo pozorovéano pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Byl ptipraven 0,1% roztok Nilské cerveni v destilované vodé. Do tohoto roztoku byl ptidan
pfipraveny kombinovany material avSe bylo po dobu 5 minut inkubovédno ve tmé.
Po nasledném promyti destilovanou vodou bylo sledovdno navédzani castic na vlakna
prostfednictvim fluorescence vyvolané vazbou barviva na nanostruktury. Druhé méfeni
probihalo ponofenim nanomaterialu do 0,025% roztoku Bodipy. Emise byla ocekavana
pti 504 nm pro Bodipy a pii 557 nm u Nilské ¢erveni. Pro méteni byl pouzit excitaéni filtr
B - 2A, ktery ma rozmezi vinovych délek 450 — 490 nm.

4.8.2 Stanoveni mnozstvi u¢inné latky v kombinovanych nanomaterialech

Byly pfipravené kombinované nanomateridly podle postupu, ktery je uveden v bod¢ 4.8.
Do vlédken nebyla enkapsulovana zadna aktivni latka a do ¢astic byly enkapsulované aktivni
latky v koncentraci 1 mg/ml (eugenol, karvakrol, tymol). Byl pfipraven ¢tverecek o rozmérech
1cm? Takto pfipraveny materidl byl rozpustén v chloroformu a piipraveny roztok byl
promé&fen na spektrofotometru.

4.8.3 Postupné uvoliiovani aktivnich latek z kombinovanych nanomateriala

Byly pfipravené kombinované nanomaterialy podle postupu v bod¢ 4.8. Takto pfipravené
nanomateridly byly vloZeny do dvou modelovych prostfedi, konkrétné¢ do fyziologického
roztoku pii laboratorni teploté (25 °C) a fyziologického roztoku pii teploté 37 °C. Bylo
sledovano postupné uvoliovani v péti intervalech (1 hodina, 10 hodin, 1 den, 2 dny a 3 dny).
Po uplynuti potfebné doby byl kombinovany nanomateridl vytazen z modelového prostiedi,
to bylo ptefiltrovano a zfedéno podle potieby k analyze na HPLC. Takto pfipraveny roztok byl
prométen na HPLC, kde bylo sledované postupné uvoliiovani enkapsulovanych latek.
Parametry méfeni jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 3; Tabulka 6) akalibra¢ni kiivky
v tabulce (Tabulka 7).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova priace se zabyva zkoumdnim nové pfipravenych antimikrobialnich
nanomateridlii na béazi nanocastic (liposomi a PHB-liposomi) a nanovlaken (PHB)
a sledovanim jejich stability v ruznych prostiedich pomoci kapalinové chromatografiec. Béhem
experimentalni ¢asti byla proméfena téz antioxidacni aktivita péti aktivnich latek (eugenol,
karvakrol, kurkumin, tymol a vitamin E).

Déle byly pfipraveny nanocastice sabez polymeru PHB (polyhydroxybutyrat)
s enkapsulovanymi aktivnimi latkami. Tyto pfipravené Castice byly analyzovany z hlediska
koloidni stability pomoci zeta potencialu, dale byla proméfena enkapsulacni ucinnost. Poté bylo
analyzovano postupné uvolnovani enkapsulovanych latek.

Dalsim krokem byla ptiprava PHB nanovlaken pomoci forcespinningu, do kterych byly
enkapsulovany aktivni latky, konkrétn€ eugenol, karvakrol atymol, vzdy ve dvou
koncentracich (5% a 10%). Bylo sledovano postupné uvoliiovdni téchto latek do tfech
modelovych prostiedi.

Nakonec byly vybrany tii varianty kombinaci pro pfipravu kombinovanych nanomaterialii
Castice/vlakna: tymol-eugenol, tymol-ampicilin a eugenol-karvakrol. U téchto ptipravenych
nanomateridlii bylo opét zkoumano postupné uvoliovani enkapsulovanych latek jak z ¢astic,
tak z vlaken.

5.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

Prvné byla sestavena kalibra¢ni fada vzorkd Troloxu, pomoci které byla vytvorena kalibraéni
ptimka zavislosti absorbance na koncentraci (Obrazek 16). Kalibrac¢ni zavislost byla pouzita
ke stanoveni antioxida¢ni aktivity vybranych studovanych latek.
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Obrazek 16: Kalibracni kiivka antioxidacni aktivity
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5.1.1 Antioxidacni aktivita vybranych latek

Antioxidac¢ni aktivita byla zméfena podle postupu uvedeného v bod¢ 4.3. Pro vypocet obsahu
antioxidac¢nich latek byla pouzita kalibra¢ni kiivka Troloxu (viz Obrazek 16).
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Obrazek 17: Grafické znazornéni antioxidacni aktivity vybranych latek

Nejvyssi antioxidaCni aktivita byla zjisténa ueugenolu, kde nabyvala hodnoty
583,89+2,93 mg/g. Druhou nejvyssi antioxidac¢ni aktivitu vykazoval vitamin E s hodnotou
581,94+4,28 mg/g. Antioxida¢ni aktivita mezi témito dvéma latkami se moc neliSila, proto Ize
ob¢ povazovat za dva nejleps$i antioxidanty z vybranych latek. Z grafu (Obrazek 17) je patrné,
ze tymol je 0 néco lepsim antioxidantem nez karvakrol. Tato skutenost je zpusobena vétsi
sterickou zabranou fenolové skupiny v tymolu nez v karvakrolu. K podobnym vysledkiim dosla
i studie od Yanishlieva a kol. [95].

5.2 Optimalizace metody pro sledovani Kinetiky uvolfiovani enkapsulovanych
latek

Optimalizace metody pro sledovani kinetiky uvoliiovani enkapsulovanych latek z materialti
do riznych prostiedi predstavuje klicovou roli pro vyzkum zaméfeny na vyuziti téchto
material ve farmaceutickém, potravinaiském a kosmetickém pramyslu. Tato optimalizace
pfispiva Kk rozvoji novych antimikrobialnich nanomaterialti, které mazou ptispét v boji proti
rozvijejici se antibiotické rezistenci.

V této praci byly pouzity metody spektrofotometrie, vysokoucinné kapalinové
chromatografie a mikroskopie. Byly pouzity vzdy tfi modelova prostfedi, konktrétné
destilovana voda, fyziologicky roztok pii teploté 25 °C a fyziologicky roztok pfi teploté 37 °C.
Vybér prostiedi pro studium kinetiky uvoliiovani enkapsulovanych latek byl proveden
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s ohledem na simulaci riznych realnych podminek, ve kterych by mohly byt tyto latky
uvolnény. Destilovana voda byla zvolena jako modelové prostiedi, které predstavuje minimalni
obsah iontil a necistot, coz umoznilo sledovat zdkladni procesy uvoliiovani bez ovliviiovani
od ostatnich latek. Fyziologicky roztok pii teploté 25°C byl zvoleny, protoze simuluje
podminky pfiblizné teploty povrchu téla. Fyziologicky roztok pfti teploté 37 °C byl zahrnut jako
modelové prostredi, které presné simuluje teplotu lidského téla. Tato teplota hraje dilezitou roli
pii experimentech, protoZze vétSina biologickych procest probiha prave pii této teploté. Bylo
pozorovano postupné uvoliiovani a stabilita enkapsulovanych aktivnich latek z ptipravenych
nanomateridll do uvedenych prostiedi kinetickym méfenim pomoci kapalinové
chromatografie. V zavéru této prace jsou piehledné shrnuty vysledky experimentalni ¢asti.

5.3 Charakterizace pripravenych ¢astic

Byly pfipraveny dva druhy nanocastic, a to liposomy s ptidavkem 30% PHB abez jeho
pfidavku. Nanocastice byly pfipraveny s enkapsulovanou aktivni slozkou podle postupu
uvedeného v bod¢ 4.4. U takto pfipravenych castic byla stanovena stabilita a enkapsulacni
ucinnost. Déle bylo analyzovano postupné uvoliiovani enkapsulované latky pomoci HPLC.

5.3.1 Stanoveni stability ¢astic

Stabilita nanocastic byla stanovend pomoci vyhodnoceni zeta potencialu, ktery byl méten
na pristroji ZetaSizer, jak je uvedeno v bodé¢ 4.5.1. Kratkodoba stabilita byla stanovena ihned
po priprave ¢astic.

Zeta potencial [mV]

-60 “ H Destilovana voda  ® Fyziologicky roztok

Obrazek 18: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomii bez pridavku PHB

U pfipravenych liposoml byl zméfen zeta potencidl hned po ptfipravé. Vysledky méteni
piipravenych liposomt bez ptidavku PHB jsou uvedeny v grafu (Obrazek 18). Stabilni ¢astice
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nabyvaji hodnoty zeta potencialu vyssi nebo niz$i nez v intervalu od -30 do +30 mV. Namétené
hodnoty se nachazi téméf viechny mimo toto rozpéti, proto je lze povazovat za stabilni. Castice,
které byly rozsuspendovany v destilované vod¢ byly méné stabilni nez ¢astice ve fyziologickém
roztoku. Nejvice stabilni byly castice, které mély enkapsulovanou aktivni latku karvakrol
Vv obou koncentracich rozsuspendované ve fyziologickém roztoku, jejichz hodnoty bylo kolem
-50 mV. Naopak v destilované vodé byly tyto liposomy s touto aktivni latkou stabilni méné¢.

N
Q}‘Q

Zeta potencial [mV]
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Obrazek 19: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomii s pridavkem PHB

V grafu (Obrazek 19) jsou zobrazeny hodnoty zeta potencialu u liposomovych ¢astic
s ptidavkem 30% PHB zméfené hned po piipraveé. Z grafu je patrné, ze vyssSi stabilitu
vykazovaly liposomy rozsuspendované ve fyziologickém roztoku, aZ na Castice obsahujici
aktivni latku eugenol, ty byly stabiln&ji v destilované vodé. Céstice S pfidavkem PHB
vykazovaly podobnou stabilitu jako liposomy bez PHB az na ¢astice, které mély enkapsulovany
karvakrol, ty byly s ptidavkem polyhydroxybutyratu méné stabilni nez bez ptidavku PHB.

5.3.1.1 Dlouhodoba stabilita
Dlouhodobé stabilita byla zmétena po dvou tydnech, kdy byly ¢éstice po dobu dvou tydna

ponechany pii laboratorni teploté a na tiepacce pfti teploté 37 °C ve dvou riznych modelovych
prostiedi.
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Obrazek 20: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomii bez pridavku PHB po 2 tydnech pri
laboratorni teploté

Po uplynuti doby dvou tydnti byly jednotlivé liposomy, které byly ponechany pii laboratorni
teploté stanovené opét na piistroji ZetaSizer. Vysledky jsou uvedené v grafu (Obrazek 20).
Hodnota jejich zeta potencialu mirné klesla, ale stale se drzela mimo rozpéti 30mV az +30 mV,
z ¢ehoz vyplyva, Ze liposomy je mozné povazovat za stabilni i po dvou tydnech. Liposomy
rozsuspendované ve fyziologickém roztoku byly stabilnéjsi nez v destilované vod¢. Je mozné
pozorovat, ze Castice, které mely enkapsulovany ampicilin po dvou tydnech stabilni uz nebyly,
zatimco ostatni zlstaly stabilni.

Zeta potencial [mV]

m Destilovana voda ® Fyziologicky roztok

70 -

Obrazek 21: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomii bez pridavku PHB po 2 tydnech pri
teplote 37 °C
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Liposomy bez piidavku PHB byly po dobu dvou tydni ponechany pii teploté 37 °C
na tiepacce. Vysledky méteni Ize vidét v grafu (Obrazek 21). V prostiedi destilované vody
spada jejich hodnota do rozpéti -30 mV az 30 mV a nejsou povazovany za stabilni, na rozdil
od téch, které byly inkubovany pii laboratorni teploté. Liposomy ve fyziologickém roztoku
byly stale stabilni, av§ak hodnota jejich zeta potencidlu byla nizsi nez u liposomi, které byly
ponechany dva tydny pfi laboratorni teploté.

Zeta potencial [mV]

m Destilovena voda ® Fyziologicky roztok

Obrazek 22: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomii s pridavkem PHB po 2 tydnech pri
laboratorni teploté
V priibéhu méfeni bylo zjisténo, ze Castice s ptidavkem PHB byly stabilni i po uplynuti doby
dvou tydnu, a to jak v destilované vodg, tak ve fyziologickém roztoku (Obrazek 22). Hodnoty
zeta potencidlu byly vyssi u Castic, které byly rozsuspendovany ve fyziologickém roztoku,
stejn€ jako hned po ptipraveé. Pridavek PHB tedy pfispiva k vyssi dlouhodobé stabilité ¢astic
pti laboratorni teploté.

Zeta potencial [mV]
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Obrazek 23: Namérené hodnoty Zeta potencialu u liposomui s pridavkem PHB po 2 tydnech pri teploté
37 °C
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Po uplynuti doby dvou tydnii byly proméfeny i liposomy, které byly ponechany pfi teploté
37 °C spridavkem PHB. V grafu (Obrazek 23) je mozné pozorovat, ze liposomy
ve fyziologickém roztoku byly stabilni i po této dob¢, ale hodnota jejich zeta potencidlu byla
opét nizsi nez u liposom, které byly ponechany pfti laboratorni teploté. Naopak c¢astice, které
byly rozsuspendovany v destilované vod¢ jiz stabilitu nevykazovaly, protoze hodnota jejich
Zeta potencialu byla kolem -20 mV.

Z vyse uvedenych grafu vysledkii naméfeného zeta potencialu lze vyvodit zavér,
ze liposomy, které byly piipraveny bez ptidavku polymeru polyhydroxybutyratu byly stabilni
hned po ptipravé, kdy hodnoty jejich zeta potencidlu se nachazely mimo rozpéti -30 az +30mV.
Liposomy, které byly inkubovany pii laboratorni teploté po dobu dvou tydnt prokazovaly vyssi
stabilitu nez ty, které byly inkubovany na téepacce pii teploté 37 °C. V grafu (Obrazek 23) lze
pozorovat stabilitu liposomd, které byly inkubovany pii teplot¢ 37 °C. Jejich stabilita
Klesla, a to zejména v prostiedi destilované vody.

Liposomy, které byly pfipraveny s ptidavkem PHB byly zméteny opét hned po piipravé
apoté po 2 tydnech. Pridavek polyhydroxybutyratu mél na stabilitu liposomi rizny vliv.
Hodnota zeta potencialu se li§ila pfi pouZiti réiznych aktivnich latek. Castice, které mély
enkapsulovany karvakrol, vykazovaly hned po p¥ipravé nizsi stabilitu neZ ty bez PHB. Castice
S ostatnimi aktivnimi latkami vykazovaly naopak stabilitu vyssi s pfidavkem PHB.

Liposomy, které byly rozsuspendované ve fyziologickém roztoku, mély obecné vyssi
stabilitu nez ty v destilované vod¢. Toto zjiSténi naznacuje, Zze prostiedi ma vyznamny vliv
na stabilitu ¢astic. Liposomy, které byly inkubovany na tfepacce pii teploté 37 °C mély o néco
niz8i hodnotu zeta potencidlu nez ty, které byly ponechany ve fyziologickém roztoku pfi teploté
25 °C. To mohlo byt zpisobené mechanickym zatiZenim liposomil pii inkubaci na tfepacce,
coz mohlo vést ke sniZeni jejich stability.

5.3.2 Enkapsula¢ni aéinnost

Byla stanovena enkapsula¢ni ucinnost pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Postup méfeni je uveden v bodé 4.5.4. VSechny vzorky byly pfipraveny a analyzovany

Vv duplikatech.
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Obrdzek 24: Enkapsulacni ucinnost pripravenych liposomii
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Enkapsula¢ni G¢innost byla prométena u liposomt které mély enkapsulovanych Sest riznych
aktivnich latek, vétSinou ve tfech koncentracich (0,25 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml), ampicilin
byl pouze v koncentraci 1 mg/ml a vitamin E ve dvou (0,5mg/ml; 1 mg/ml). Byly analyzovany
liposomy s ptidavkem PHB i bez n¢j. Vyssi enkapsulacni G¢innost byla naméfena u liposomu
s ptidavkem PHB, kromé ampicilinu avitaminu E, kde byla témé& shodna. Nejvyssi
enkapsula¢ni u¢innost byla zjistén u vitaminu E, a to 99,69 %+0,10 %. Vysledna enkapsulacni
ucinnost naznacuje optimdlni interakci mezi vitaminem E a liposomalni membranou, ktera
bez PHB s aktivni latkou karvakrol, a to 38,47 %+20,00 %.

Z vyse uvedenych vysledki byly pro dalsi analyzy kinetiky uvolnovani vybrany liposomy
s ptidavkem PHB, a s enkapsulovanymi latkami eugenol, karvakrol a tymol. Tyto aktivni latky
byly pridavany vzdy v koncentraci 1 mg/ml, z divodu dostatecné citlivé detekce téchto latek
na HPLC.

5.3.3 Postupné uvoliiovani aktivnich litek z pFipravenych nanoéastic

Kinetické analyze postupného uvoliiovani enkapsulovanych latek byly podrobeny castice
s ptidavkem PHB a s aktivnimi latkami — eugenol, karvakrol a tymol v koncentraci 1 mg/ml.
Latky byly vybrany kvili dobrym antimikrobidnim vlastnostem a zaroven pro jejich dobrou
antioxidacni aktivitu. U téchto latek byla dale zjisténa synergie [97]. Hlavnim cilem analyzy
Kinetiky postupného uvoliovani bylo zjistit, jakym zplsobem se aktivni latky uvoliuji
z ptipravenych liposomti. Vybranou technikou byla vysokotlaka kapalinova chromatografie,
postup je uveden v bod¢ 4.5.4.
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Obrazek 25: Postupné uvolnovani eugenolu z liposomii

Castice s enkapsulovanou aktivni latkou eugenol byly piipraveny podle postupu, ktery je
uvedeny v bod¢ 4.4.3. Vzorky byly pfipraveny a proméieny vzdy v duplikatech. Vysledky
postupného uvoliiovani eugenolu z piipravenych liposomi 1ze vidét ve vyse uvedeném grafu
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(Obrazek 25). Pripravené liposomy byly umistény do tfech modelovych prostiedi, konkrétné
fyziologicky roztok pii teploté 25 °C, fyziologicky roztok pii teploté 37 °C a destilovana voda.
Z grafu je patrné, ze mnozstvi uvolnéného eugenolu se zvysuje v ¢ase. V prvnich 24 hodinach
se uvolnilo vzdy kolem 10 % ve vSech tfech prostfedich. Po dvou a tfech dnech se mnozstvi
uvolnéné aktivni latky zvysilo na cca 20 % v zéavislosti na prostiedi.
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Obrazek 26. Postupné uvolnovani karvakrolu z liposomii
Ve vySe uvedeném grafu (Obrazek 26) jsou uvedeny vysledky z postupného uvoliovani

karvakrolu z ptipravenych ¢astic. VSechny vzorky byly pfipravené v duplikatech podle
postupu, ktery je uveden v bodé 4.4.3. Stejné jako u liposomu s eugenolem (Obrazek 25) lze
vidét, Ze v prvnim dnu se uvolnilo témét stejné mnoZstvi aktivni latky ve vSech ttech
modelovych prostiedich, a to kolem 28 %. Ve druhém a tietim dnu lze pozorovat linearni nartst
koncentrace ve vSech tfech modelovych prostfedich. Nejvice uvolnéného karvakrolu bylo

po tfetim dnu do fyziologického roztoku, ktery byl zahtaty na teplotu 37 °C, konkrétné
60,5 %=+1,7 %.
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Obrdzek 21: Postupné uvoliiovani tymolu z liposomii
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V nésledujicim grafu (Obrazek 27) jsou prezentovany vysledky postupného uvoliovani
z liposomu s enkapsulovanou aktivni latkou tymol. VSechny vzorky byly opét pfipravovany
Vv duplikdtech podle postupu v bodé 4.4.3. Stejné jako u pfedchozich aktivnich latek se
Vv prvnim dni uvolnilo témét stejné mnozstvi enkapsulované latky do vSech modelovych
prostiedi. Koncentrace uvolnéného tymolu stoupala linearné pifi druhém a tfetim dnu
uvolnovani. Nejvice uvolnéné latky bylo do destilované vody ve tieti den, a to konkrétné
21,97 %+0,47 %.

Lze shrnout, ze v piedchozich experimentech byly piipraveny ¢astice typu PHB/liposomy
s enkapsulovanou aktivni latkou (eugenol, karvakrol, tymol; 1 mg/ml) podle postupu v bodé
4.4.3 (Obrazek 25; Obrazek 26; Obrazek 27). U vsech tfech latek bylo zaznamenano postupné
uvoliiovani aktivnich latek v prabéhu ¢asu. Nejvyssi procentudlni uvolnéni bylo pozorovano
u karvakrolu, a to po prvnim dnu kolem 28 %. Po tfech dnech dosahlo uvoliovani hodnot az
kolem 60 %.

Vysledky ukazuji, Ze takto pfipravené Castice, které maji enkapsulované jako aktivni latky
eugenol, karvakrol a tymol, se projevuji stabilnim chovanim v pribéhu ¢asu. Z naméfenych dat
vyplyva, ze enkapsulace aktivnich latek v ¢asticich je pomérné stabilni a umoziuje jejich fizené
uvolnovani do okolniho prostiedi. Tato stabilita je diilezitd pro potencidlni aplikace Vv rtiznych
oblastech farmaceutického ¢i kosmetického primyslu. Z analyzy na DLS bylo zjisténo, ze
Castice zustavaji stabilni 1 S enkapsulovanymi aktivnimi latkami a vysledky nevykazuji zadné
znamKy degradace, coz potvrzuje stabilitu a linearitu procesu enkapsulace a kinetiky
uvolnovani aktivnich latek.

5.4 Charakterizace pripravenych nanovlaken

U ptipravenych nanovlaken byla sledovana kinetika postupného uvoliiovani aktivnich latek
enkapsulovanych v nich. Pro enkapsulaci byly vybrany podobné jako u nanocastic latky
eugenol, karvakrol a tymol, které maji dobré antimikrobialni vlastnosti a dobrou antioxida¢ni
aktivitu, jako bylo zjiSténo v pfedchozich métenich. Tyto latky dale disponovaly synergickymi
interakcemi [97].

5.4.1 Postupné uvolniovani aktivnich litek z pripravenych nanovliken

Nanovlakna byla piipravena podle postupu, ktery je popsany v kapitole 4.6. Nasledné bylo
stanoveno uvolnovani uc¢innych latek z nanovldken podle postupu uvedeného v bodé 4.7.1.
Pro piipravu byly pouzity tii aktivni latky — eugenol, karvakrol atymol. Tyto latky byly
ptidavany vzdy ve dvou koncentracich (5% a 10%). Byla pouZita pouze nanovlakna tvofena
z roztoku PHB. Prostedi, do kterych se uvoliiovaly aktivni latky byly: destilovana voda,
fyziologicky roztok pii laboratorni teploté (25 °C) a fyziologicky roztok pii teploté 37 °C.
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Obrdzek 28.: Uvolnovani eugenolu (5%)

Graf (Obrazek 28) zobrazuje uvoliiovani eugenolu o 5% koncentraci z nanovlaken do tfech
riznych prostfedi. U vlaken, které¢ byly umistény do fyziologického roztoku lze vidét narast
koncentrace uvolnéného eugenolu, po 30 minutach doslo k mirnému poklesu, av§ak po prvnim
a druhém dni se uvolnilo kolem 15 %. Poté mohlo dojit k ¢aste¢né degradaci a mnozstvi
uvolnéné latky pokleslo apaty den se opét zacalo uvoliovat. Podobné tomu bylo
i u fyziologického roztoku pii teploté¢ 37 °C. V destilované vod¢ dochazelo také v prvnich
hodinach k postupnému uvoliiovani kolem 10 % eugenolu. Po prvnim dni mnoZstvi uvolnéné
latky vzrostlo k 15 %. Poté doslo ziejm¢ opét k ¢asteCné degradaci latky, protoze procento
uvolnéni kleslo. Nejvice eugenolu se uvolnilo ve ¢tvrtém dni do prostiedi destilované vody,
konkrétné 29,58 %+8,20 %.
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Obrazek 29: Uvolnovani karvakrolu (5%)

Casovy vyvoj uvolnéného mnozstvi karvakrolu o 5% koncentraci z nanovlaken lze vidét na
grafu (Obrazek 29). Mizeme sledovat rostouci zavislost mnozstvi uvolnéného karvakrolu
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v ¢ase s poklesy v urcitych ¢asovych intervalech. V prvnich tficeti minutach se uvoliovalo
nejvice karvakrolu do fyziologického roztoku pfi teploté 37 °C, a to okolo 15 %. Poté dojde
Kk poklesu uvolnéni, avsak po prvnim dnu se mnozstvi uvolnéné latky zvysilo. Nasledné
pokracuje obdobny trend, tyto poklesy mohou byt zplisobené ¢aste¢nou degradaci uvolnéného
karvakrolu, nebo nehomogenitou roztoku. Uvolnéni do fyziologického roztoku pii teploté
25°C ado destilované vody ma rostouci trend az do tietiho dne, kdy dojde k vychyleni
a mnozstvi uvolnéné latky klesne, coz mize byt zplsobeno, stejné jako U fyziologického
roztoku pii teploté 37 °C, ¢aste¢nou degradaci uvolnéného karvakrolu.
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Obrazek 30 Uvolniovani tymolu (5%)

Uvolnovani 5% tymolu bylo sledovano do tfech prostfedi (destilovana voda, fyziologicky
roztok pifi dvou rtznych teplotach). VySe mizeme vidét grafické znazornéni (Obrazek 30)
postupného uvoliiovani. MnozZstvi uvolnéné latky v prvnich hodinach u fyziologického roztoku
roste, u tretiho a ¢tvrtého dne miZzeme vidét vychyleni a pokles uvolnéného 1é¢iva, avSak paty
den mizeme pozorovat opét rostouci trend. U destilované vody l1ze pozorovat v prvnich tficeti
minutdch rist uvolnéné latky, ale poté dojde k vychyleni od stoupajiciho trendu.
Pti dlouhodobé&j$im uvolnovani (pfi vicedennim) miZzeme opé€t vidét stoupajici trend, vyjimku
tvori téeti den, kde opét dochazi k vychyleni, cozZ mohlo byt zptisobené napiiklad ¢asteCnym
rozkladem uvolnéného tymolu.

Ve vyse uvedenych grafech jsou znazornény vysledky postupného uvoliiovani nanovlaken
s enkapsulovanymi aktivnimi latkami (eugenol, karvakrol, tymol) 05% koncentraci.
Pfi uvolnovani eugenolu atymolu dochédzelo k podobnému chovani. V prvnich dnech
dochézelo k postupnému uvolilovani s mirnymi poklesy. U karvakrolu to bylo podobné, 1ze
vidét trend uvoliiovani s periodickymi poklesy, které¢ byly ziejmé zplisobeny opét ¢asteCnou
degradaci latky. Vyrazné navySeni uvolnéné latky, jako miiZzeme pozorovat u karvakrolu paty
den (Obrazek 29), muze byt zptisobeno i ¢aste¢nou degradaci struktury nanovlaken.
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Obrdazek 31: Uvolniovani eugenolu (10%,)

Dale byly ptipraveny PHB/nanovlakna s enkapsulovanou aktivni latkou v 10% koncentraci
podle postupu uvedeném v bod¢ 4.7.1. VSechny vzorky byly analyzovany vzdy v duplikatech.
V grafu (Obrazek 31) jsou prezentovany vysledky postupného uvoliiovani eugenolu v ¢asovych
intervalech od 5minut po 5dni ve tfech modelovych prostiedich. Z grafu je patrné,
Ze uvolnovani do vSech prostfedi vykazuje ¢asovou zavislost s obasnymi poklesy. V prvnim
dnu se uvoliovalo nejméné latky do prostiedi destilované vody, ovSem béhem tretiho dne
stoupla koncentrace uvolnéného eugenolu na nejvyssi, konkrétné nejvyssi uvolnéni probéhlo
béhem ¢tvrtého dne, poté doslo K mirnému poklesu. Uvoliiovani do fyziologického roztoku
pii obou teplotach (25 °C a 37 °C) mélo podobny trend. Béhem prvnich dvou dnti se uvolnilo
kolem 3 % eugenolu, béhem tietiho a ¢tvrtého dne mnozstvi latky stouplo na hodnotu kolem
6 %. V pribehu patého dne, stejné jako u destilované vody, koncentrace latky klesla, coZ mohla
zpusobit ¢aste¢na degradace aktivni latky nebo nehomogenita piipraveného roztoku.
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Obrdzek 32: Uvolnovani karvakrolu (10%)
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Ve vyse uvedeném grafu (Obrazek 32) jsou shrnuty vysledky postupného uvoliiovani aktivni
latky karvakrol z pfipravenych nanovladken. Postup méfeni je uveden v bod¢ 4.7.1. Z vysledkt
je patrné, Ze stejné jako u eugenolu ma uvolnovani ¢asovou zavislost. Celkové se 10% karvakrol
uvolnoval nejlépe do prostiedi fyziologického roztoku pfti teploté¢ 25°C. V prvnich dvou
hodinach se mnozstvi uvolnéné latky pohybovalo kolem 7 %. B&hem prvnich Etyt dnli vzrostlo
uvolnéni dvojnasobné na 14 %. Behem patého dne doslo k mirnému poklesu uvolnéného
eugenolu. U prostiedi fyziologického roztoku pii teploté¢ 37 °C se v prvnim dnu pohybovalo
opét kolem 7 %. V nasledujicich étyfech dnech doslo k poklesu. U prostiedi destilované vody
se Vv prvnich dvou hodinich pohybovalo mnozstvi uvolnéného karvakrolu také kolem 7 %.
V prvnim dnu stouplo mnozstvi k 11 %, v druhém dni byl zaznamenan pokles, avsak v dalSich
dnech opét doslo k narGstu. K poklesu mohlo dojit kvili Céastecné degradaci, Spatnou
homogenitou vzorku nebo se uvolnilo narazoveé vétsi mnozstvi a vice uz se neuvoliiovalo.
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Obrazek 33: Uvolnovani tymolu (10%)

V grafu (Obrazek 33) je mozné sledovat uvoliiovani tymolu do tfech riiznych prostiedi.
Z namétenych vysledkt vyplyva, ze uvoliiovani je zavislé na ¢ase, obdobné jako karvakrolu.
V priméru se nejméné uvolnilo tymolu do fyziologického roztoku pti 25 °C. Nejvétsi procento
uvolnéni bylo ve tretim dni do fyziologického roztoku pii teploté¢ 37 °C, coz muze byt
zptisobeno napiiklad rychlosti reakce, kdy reakce castéji probihaji rychleji pii vysSich
teplotach.

Ve vyse uvedenych grafech jsou vysledky uvoliiovani aktivnich latek (eugenol, karvakrol,
tymol) 010% koncentraci. Z jejich srovnani je patrné, ze nejstabilngjsi byly nanovlakna
s obsahem tymolu. Celkov¢ lze uzaviit, Ze vSechna pfipravena nanovlakna s enkapsulovanou
aktivni latkou vykazuji ¢asové zavislé uvoliiovani s obcasnymi poklesy. Uvoliiovani vSech tii
latek (eugenol, karvakrol a tymol) bylo provedeno do tfech riznych prostiedi, pficemz vSechny
ukazuji podobné trendy. V prvnich dnech dochazi k postupnému nartstu uvolnéné latky, avsak
po dosazeni urcit¢ého bodu dojde ke stabilizaci ¢i mirnému poklesu. VSeobecné bylo
nejefektivnéjsi uvoliiovani do fyziologického roztoku pii 25°C. Naopak nejméné ucinné bylo
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uvolnovani bylo do destilované vody. Je pravdépodobné, ze poklesy v mnozstvi uvolnéné latky
mohou byt zptsobeny ¢astecnou degradaci.

Celkove lze Ticl, Ze stabilita uvolilovanych latek je ovlivnéna jak vlastnostmi latky samotné,
tak prostfedim, do kterého je uvoliiovana. Dale lze konstatovat, ze vSechny uvedené
nanomateridly by se mohly osvédCit jako antimikrobidlni kryty ran s kratkym (hodiny)
az sttedn¢ dlouhym (dny) G¢inkem a s postupnym uvolnovanim aktivnich latek.

5.5 Charakterizace pripravenych kombinovanych nanomateriali

Pro pfipravu kombinovanych nanomateriald byla vybrana vldkna, kterda m¢éla

enkapsulovanou aktivni latku v 5% koncentraci, ponévadz 10% nanovlakna vykazovala
vysokou cytotoxicitu [96]. Z tohoto divodu by mohlo pii pouziti nanovlakennych kryth
dochdzet k poskozovani zivych bun€k, napiiklad poSkozenim bunééné membrany
nebo narusenim bunééného metabolismu, coz je nezadouci. Proto byla zvolena
5% koncentrace, aby se minimalizovalo riziko negativnich G¢inkil na butiky a zarovei zajistilo
efektivni uvoliovani aktivnich latek z nanovlaken [96].
Kombinované nanomaterialy byly ptipraveny podle postupu, ktery je uveden v bodé 4.8. Takto
pfipravena nanovlakna byla pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem, aby bylo zjisténo,
zda a kolik castic se na vlaknech uchytilo. Jako posledni bylo provedeno zkoumani kinetiky
postupného uvolnovani aktivnich latek z kombinovanych materialii.

5.5.1 Vazba liposomii s pfidavkem polyhydroxybutyratu na PHB nanovlakna

Fluorescen¢ni mikroskopie se pouziva k pozorovani struktury a morfologie nanomaterial,
pticemz fluorescencni znaceni umoziuje vizualizaci a sledovani distribuce latek ve vzorku
s vysokou citlivosti a rozliSenim.

Kombinované nanomaterialy byly pfipravovany podle postupu, ktery je uveden v bod¢ 4.8.
Pod fluorescencnim mikroskopem bylo sledovano navazani prazdnych liposoml
na nanovlakna, které se pfichytavaji pomoci adsorpce. Pro pozorovani takto ptipravenych
materiali pod fluorescen¢nim mikroskopem byla pouzita fluorescenéni sonda Bodipy.

Obrazek 34: Snimek z fluorescencniho mikroskopu, zvétseni 100x
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V prezentovaném snimku (Obrazek 34) lze vidét shluk castic, které vykazuji morfologii
naSich pfipravenych liposomi. Tyto ¢astice jsou ukotveny ve struktufe piipraveného
nanovlédkna, coz nam potvrdilo, 7¢ se &astice na vysuSeném materialu nachazely. Castice
pfipominaji kulaté utvary, coz je charakteristické pro liposomy. Pfipravend vlakna jsou tenka
a maji vlaknitou strukturu.

5.5.2 Stanovené mnoZstvi u¢inné latky enkapsulované v ¢asticich

Byly ptipraveny a prométeny vzorky podle postupu, ktery je uveden v bodé 4.8.2.
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Obrdzek 35: Mnozstvi aktivni latky v casticich

V grafu jsou prezentovany vysledky enkapsulace aktivnich latek do nanovldken
s adsorbovanymi nanocasticemi. Z grafu vyplyva, Ze v pfipravenych nanovldknech byly
zachyceny Castice s enkapsulovanou aktivni latkou. Nejveétsi mnoZzstvi aktivni latky obsahovaly
Castice s eugenolem, ato 42,76 %=+18,08 %. Naopak nejhif na tom byl tymol, konkrétné
26,24 %-+8,89 %.

5.5.3 Postupné uvoliiovani aktivnich litek z kombinovanych nanomateriali

Byly pfipraveny kombinované nanomateridly podle postupu, ktery je uveden v bod¢ 4.8. Poté
bylo analyzovano postupné uvoliiovani aktivnich latek podle postupu v bod¢ 4.8.3. Kazdy
vzorek byl ptfipraven a analyzovan v duplikatech.

Hlavnim cilem postupného uvoliiovani bylo zjistit, jakym zplsobem se aktivni latky
uvoliuji z kombinovaného nanomaterialu, a zaroven byla ovéfena i uspé$nost jejich adsorpce,
atedy celkové pfipravy. Pro stanoveni byla, stejn¢ jako v pfedchozich analyzach, pouzita
kapalinova chromatografie.

Na zédklad¢ namétenych vysledkt byly pro piipravu kombinovanych nanomateriali vybrany
Castice, které mély enkapsulovany eugenol a karvakrol. Nanovlakna byla vybrana na zakladé

55



vysledku cytotoxicity, které jsou uvedeny v paralelni diplomové praci [96]. Pro piipravu byla

vybrana 5% nanovlakna a ¢astice s koncentraci latky 1 mg/ml.
Castice s ampicilinem byly vybrany na zékladé predchozich vysledkii [97]. Tyto pfipravené

kombinované nanomaterialy byly uvoliiovany do prostfedi fyziologického roztoku pfi teploté

25 °C a pii teploté 37 °C.
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Obrazek 36: Postupné uvolniovani kombinovaného nanomaterialu tymol-eugenol do fyziologického

roztoku pri teplote 25 °C

Ve vySe uvedeném grafu (Obrazek 36) jsou shrnuty vysledky z analyzy postupného
uvolnovani kombinovanych nanomaterialti, kdy ve vlaknech byl tymol av ¢asticich byl

enkapsulovany eugenol, do fyziologického roztoku pii teploté 25 °C. Z vysledku je patrné,
ze uvolnény tymol z vlaken rostl s casem, maximum vsak bylo pfi tfetim dni, kdy se uvolnilo
3,9 %+0,4 %. Naopak u eugenolu lze pozorovat postupny nardst uvolnéni do prvniho dne,
kdy se uvolnilo 94,7 %+23,0 %, kde pak dojde k mirnému poklesu.
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Obrazek 37: Postupné uvolniovani kombinovaného nanomaterialu tymol-eugenol do fyziologického
roztoku pri teploté 37 °C

V grafu

(Obrazek 37) jsou vysledky

stejnych nanomateridli, ale inkubovany

do fyziologického roztoku pii teploté 37°C. Stejné jako pii 25 °C si mizeme povSimnout
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rostouciho trendu u vlaken obsahujicich tymol, kdy se s ¢asem uvolnuje vice latky. U castic,
které obsahuji tymol lze vidét nartust béhem prvnich 10 hodin, a pak dojde ke zna¢nému
poklesu, ktery muze byt zptsoben ¢astecnou degradaci uvolnéné latky nebo nanostruktury.

Tteti den dojde opét k poklesu uvolnéni.
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Obrazek 38: Postupné uvoliiovani kombinovaného nanomaterialu eugenol-karvakrol do

fyziologického roztoku pri teploté 25 °C

V prezentovaném grafu (Obrazek 38) jsou znazornény vysledky postupného uvoliovani

aktivnich latek z dalSiho kombinovaného nanomaterialu, kdy ve vldknech je obsaZen eugenol
a Vv casticich karvakrol. Uvoliiovani probihalo do prostfedi fyziologického roztoku pfti teploté

25 °C. Z grafu je patrné, Ze ob¢ latky maji stoupajici a klesajici trend, moznym vysvétlenim

jsou tepelna degradace piirodni latky nebo nehomogenita ptipravenych vlaken. Pti prvni hodiné
se uvolnilo z vlakna 3,5 %+2,2 % eugenolu a z ¢astic 32,8 %+1,5 % karvakrolu. Béhem dalsich
deseti hodin procento uvolnénych latek kleslo anejvice uvolnéného karvakrolu z ¢astic

probéhlo béhem prvniho dne, kdy bylo detekovano 43,7 %+2,7 %. Nejvice uvolnéného
eugenolu z vlaken bylo zméfeno tieti den, kdy se uvolnilo 12,6 %=+1,5 %.
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Obrazek 39: Postupné uvolnovani kombinovaného nanomaterialu eugenol-karvakrol do

fyziologického roztoku pri teploté 37 °C
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V grafu (Obrazek 39) lze vidét vysledky postupného wuvolnovani pripraveného
kombinovaného materidlu, kdy v Casticich je obsazeny karvakrol ave vlaknech eugenol.
Postupné uvoliovani probihalo do modelového prostiedi fyziologického roztoku, ktery byl
zahtaty na teplotu 37 °C. Celkov¢ Ize fici, ze uvolnovani do zahtatého fyziologického roztoku
bylo efektivnéjsi nez do fyziologického roztoku pii 25 °C. Mohlo tomu tak byt diky zvysSené
difuzi pti vyssi teploté, kdy pti zahtati roztoku dochézi ke zvySeni kinetické energie molekul,
cozmuze zpusobit jejich rychlej§i pohyb, ato mize vést krychlejsi diftzi latky
z nanomaterialu do roztoku. Karvakrol, ktery byl obsazeny v Casticich, se uvolnil v prvni
hodiné v mnozstvi 100,0 %+10,2 %. Poté doslo k vyraznému poklesu, coz bylo zptisobeno
zfejmé degradaci aktivni latky. Naopak u eugenolu ve vladknech lze pozorovat rostouci trend
uvoliovani, kdy maximum latky se uvolnilo druhy den, a to 4,9 %=+0,1 %. Poté doslo, stejné
jako u karvakrolu, k poklesu.
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Obrdazek 40. Postupné uvoliiovani kombinovaného nanomaterialu tymol-ampicilin do fyziologického
roztoku pri teploté 25 °C

Jako poslednimi vzorky byly pfipraveny kombinované nanomaterialy, kdy ve vlaknech byl
obsazeny tymol a Vv ¢asticich byl enkapsulovany ampicilin. Takto pfipravené materidly byly
analyzovany podle postupu uvedeného v bodé 4.8.3. Na grafu (Obrazek 40) jsou prezentovany
vysledky uvolfiovani do fyziologického roztoku pii teploté 25 °C. Jak lze vidét, tak ampicilin,
ktery byl obsaZeny v Casticich se béhem prvniho dne uvolnil na 100 %. Poté doslo
pravdépodobné k jeho degradaci a nebyl detekovan. Uvoliiovani tymolu ma opét rostouci trend,
kdy nejvice latky bylo uvolnéno tieti den, a to 4,2 %+0,9 %.
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Obrazek 41: Postupné uvolnovani kombinovaného nanomaterialu tymol-ampicilin do fyziologického
roztoku pri teplote37 °C

V grafu (Obrazek 41) lze vidét vysledky uvolnovani aktivnich latek ze stejného
nanomaterialu (tymol — ampicilin), ale tentokrat do prostiedi fyziologického roztoku, ktery byl
zahtaty na teplotu 37°C. Stejné jako u uvoliiovani do fyziologického roztoku pfi teploté 25 °C
(Obrazek 40) lze vidét rostouci trend, kdy ampicilin enkapsulovany v ¢asticich se béhem,
prvniho dne uvolnil ze 100 %, zatimco tymol z vldken se uvoliioval v menSim mnozstvi.
Nejvice tymolu se uvolnilo tieti den, a to konkrétné 36,2 %+0,9 %. Tymol se pak z vlaken
uvolioval jesté dalsi dva dny, cozZ prodlouzilo antimikrobialni efekt tohoto materialu.

Zavérem lze fici, ze zkoumané materialy prokazovaly trend postupného uvoliovani
aktivnich latek v case. Teplota prostfedi a tfepdni ma vyznamny vliv na proces uvoliovani.
Bylo prokdzano, ze vyssi teploty (37 °C) zptisobuji rychlejsi a efektivnéjSi uvoliovani
aktivnich latek. Vysledky analyzy uvoliiovani latek z kombinovanych nanomaterialti naznacuji,
ze pouziti kombinace vlaken a ¢astic muze byt efektivni strategii pro fizené uvolfiovani. Tento
pftistup byl zvolen i z divodu moznosti vyssi koncentrace latek ve vlaknech. Pozorovany trend
naznacuje, Ze synergicky efekt mezi ¢asticemi a vlakny mohl hrat kli¢ovou roli v uvoliovani
aktivnich latek. Prvni faze tohoto procesu byla charakterizovana synergickym ucinkem téchto
dvou latek, po uvolnéni veskeré latky z Castic pak nasledovalo uvoliovani latek z vlaken.
Pro optimalni vyuziti tohoto principu je vhodné zvolit Casové okno pro uvoliiovani obou latek
s ohledem na konkrétni aplikace a stabilitu. Naptiklad pokud bychom méli material obsahujici
tymol a ampicilin, mohla by byt navrzena optimalni doba expozice krytu 24 hodin, kdy by
podle vysledkil doSlo k maximalnimu synergickému efektu pfi uvoliovani.

5.5.4 Stabilita pripravenych antimikrobialnich nanomateriali a jejich aplikace

Aktivni latka eugenol je citlivd na svétlo a pfi dlouhodobém plisobeni UV zafeni se miize
rozkladat. Pfi béznych teplotach skladovani je eugenol pomérné stabilni, avSak pii vySsich
teplotach muze dojit k jeho degradaci. Karvakrol a tymol jsou také citlivé na svétlo, podobné
jako eugenol. Stejné jako u eugenolu muze pii vyssich teplotach dochazet k jejich rozpadu.
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Ampicilin by mél byt chranén pfed piimym slune¢nim zatfenim a dlouhodobou expozici
UV zafeni, protoze mohou zpusobit jeho degradaci. Ampicilin je antibiotikum a vzhledem
k jeho citlivosti na teplo a vlhkost je dobré ho skladovat v lednici. Nizka teplota pomaha
minimalizovat jeho rozklad a degradaci [98][99][100].

Na zéklad¢ vyse uvedenych fakti a ziskanych vysledki mizeme konstatovat, ze nanovlakna
s enkapsulovanymi aktivnimi latkami vykazuji ¢asové zavislé uvolnovani téchto latek. Tyto
latky maji vysoky potencidl v mediciné a kosmetice, kde mohou byt vyuzity pro své
antimikrobialni vlastnosti. Vysledky ukazuji, ze teplota prostfedi ma vyznamny vliv na proces
uvoliiovani. Pfipravené nanomateridly se v priméru nejlépe uvolilovaly do prostiedi
fyziologického roztoku pfi teploté 25 °C, z ¢ehoz vyplyva, ze pfipravené materialy by mohly
byt pouzity zejména na povrchova zranéni na kizi.

Pouziti kombinovanych materialti, které obsahuji spole¢né funkcionalizovana nanovlakna
I nanocastice, se ukazalo jako efektivni strategie pro fizené uvolhovani aktivnich latek.
Synergicky efekt mezi aktivnimi ldtkami mutze vytvaret nové vlastnosti a zarovenn miize
piedchazet rozvijejici se antibiotické rezistenci.

Dalsi uplatnéni takto ptipravenych nanomaterialti mizeme hledat v kosmetickém pramyslu,
kde mizou byt pouzity jako nosi¢e pro rizné aktivni latky, ddle mohou slouZzit k ochrané
aregeneraci pokozky, mohou dodavat 1écivé latky pro 1écbu akné a koznich problémut
a v neposledni fadé mohou byt uplatnény i v oblasti li¢eni.
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6 ZAVER

Tato zavére¢na prace je zamétena na studium stability funkcionalizovanych antimikrobialnich
nanomateridlti a kinetiky uvoliiovani aktivnich latek v rizném prostiedi pfednostné pomoci
kapalinové chromatografie. V teoretické Casti byly charakterizovany nanomaterialy, jejich
pfiprava a pouziti. Dale byly probrany dvé hlavni skupiny antimikrobialnich latek. Jednou
kategorii jsou pfirodni antimikrobialni latky, které byly obecné popsany a néasledné bylo
podrobné popsano pét zastupct. Druhou skupinu piedstavuji antibiotika, ktera byla také
podrobné popsana, vcetné podstaty antibiotické rezistence. V posledni ¢asti byly vybrany
apopsany instrumentdlni metody pouzivané v této praci, zejména analytickd metoda
vysokou¢inna kapalinova chromatografie.

V praktické casti byla prvné¢ prométfena antioxidacni aktivita vybranych pfirodnich
antimikrobialnich latek. Nejvy$si antioxidaéni aktivitu vykazoval eugenol s hodnotou
583,89+2,93 mg/g. Druhym nejlep$im zéstupcem byl vitamin E, jehoZ antioxidacni aktivita
byla 581,94+4,28 mg/g.

V dalsi ¢asti byly pripraveny liposomy s piidavkem polymeru polyhydroxybutyratu a také
bez ng&j. Do liposomu byly enkapsulovany aktivni latky o riznych koncentracich. U takto
ptfipravenych liposomli byla proméfena enkapsulacni Gcinnost piipravenych castic pomoci
metody vysokoucinné kapalinové chromatografie. Metoda HPLC byla optimalizovéana
pro analyzu vySe uvedenych aktivnich latek. Nejvyssi enkapsulacni ucinnost byla zjiSténa
u vitaminu E, a to 99,69 %+0,10 %.

Ptipravené liposomy byly podrobeny métfeni dlouhodobé stability, pfiCemz bylo zjisténo,
ze PHB liposomy vykazovaly vétsi stabilitu neZ liposomy bez PHB. Nejvyssi stabilitu vSak
vykazovaly PHB liposomy, které byly rozsuspendované ve fyziologickém roztoku. Pro dalsi
praci byly vybrany liposomy sPHB a aktivnimi latkami eugenol, karvakrol, tymol
v koncentraci 1 mg/ml, z dvodu dobré detekce na HPLC.

U liposomu s ptidavkem polymeru polyhydroxybutyratu a s enkapsulovanymi aktivnimi
latkami (eugenol, karvakrol a tymol) byla sledovana kinetika postupného uvolfiovani. Souhrnné
lze fici, Ze nejveétsi mnozstvi latek se uvoliiovalo do fyziologického roztoku pii teploté 37°C.
Lze také pozorovat ¢asovou zavislost uvoliiovani. Nejvyssi procento uvolnéni bylo detekovano
u karvakrolu po prvnim dni (cca 28 %), béhem nasledujicich dvou dni mnozstvi uvolnéné latky
stouplo aZ k 60 % praveé ve zminéném fyziologickém roztoku pii teploté 37°C.

V dalsi casti byly pomoci odstiedivého zvlaknovani ptipravena nanovldkna, ktera
obsahovala enkapsulované aktivni latky (eugenol, karvakrol, tymol) ve dvou koncentracich
(5%; 10%). Tyto latky byly vybrany z divodu dobrych antimikrobialnich vlastnosti a dale
vykazovaly vysokou antioxidaéni aktivitu. Kombinace téchto latek vykazovaly synergicky
efekt. U takto pfipravenych nanovlaken bylo pozorovano postupné uvoliiovani aktivnich latek
do tfech modelovych prostiedi. Vysledky Kinetiky uvoliovani v obou koncentracich
vykazovaly podobné trendy. Celkovée 1ze shrnout, Ze stabilita je ovlivnéna jak vlastnostmi latky
samotné, tak prostiedim, do kterého je uvolnovana. Nejefektivnéjsi uvolilovani probihalo
do fyziologického roztoku pfi teploté 25 °C, naopak nejméné ucinné bylo do destilované vody.
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Po zhodnoceni pfedchozich vysledk byly z PHB vlaken s aktivnimi latkami a liposomt
s pifidavkem PHB vytvofeny kombinované nanomaterialy, u kterych bylo nasledné
analyzovdno postupné uvoliiovani. Pro dal§i méfeni byla pouzita vldkna, které meéla
enkapsulovanou aktivni latku v 5% koncentraci. Prvné bylo pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu prokézéano, ze byla opravdu ptipravena vlakna s adsorbovanymi ¢ésticemi, tedy
kombinované nanomaterialy. Poté byly kombinované nanomaterialy podrobeny inkubaci
Vv riznych prostfedich a sledovana kinetika postupného uvolnovani. Z namétenych hodnot
vyplyva, ze zkoumané materidly prokazovaly opét rostouci trend postupného uvolilovani
aktivnich latek v ¢ase. Pti téchto materidlech bylo nejefektivnéj$i uvolnovani do prostredi
fyziologického roztoku zahtatého na teplotu 37 °C. U nékterych latek, zejména u ampicilinu,
byla pozorovana degradace po Uplném uvolnéni.

Zavérem této prace lze konstatovat, ze studium stability antimikrobidlnich nanomaterial
pfinasi dalezité poznatky pro jejich praktické vyuziti. Z provedenych experimentti vyplyva,
Ze nosi¢ové materidly, zejména obohacené o polymer polyhydroxybutyrat, prokazuji stabilitu
a schopnost udrzet integritu a ti€innost aktivnich latek, jako jsou pfirodni nebo syntetické
(antibiotika) antimikrobialni latky. Naopak funkcionalizované nanostruktury, jako jsou
nanovlakna, efektivné uvolnuji tyto latky do prostiedi s ohledem na aplikaci. Kombinace
testovanych nanomaterialti nam vytvaii efektivni systém pro transport a uvolilovani aktivnich
latek pro konkrétni aplikace, jako je naptiklad ochrana ktize. Propojeni nosicovych materiala
a funkcionalizovanych nanostruktur mize byt vyuzito napiiklad k vytvofeni koznich krytu,
které nejen poskytuji mechanickou ochranu, ale také aktivné bojuji proti mikrobidlnimu
zneCisténi a infekcim, coz je zvlasté dulezité v prostredich s vysokym rizikem infekce, jako
jsou nemocnice.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS
ACN
DLS
HPLC
MeOH
PHB

2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)
Acetonitril

Dynamic light scattering

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Methanol

Polyhydroxybutyrat
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