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ABSTRAKT

V ramci predlozené diplomové prace byla zpracovana reSerSe zaméfena na pfirodni
antimikrobialni latky. V experimentalni €asti prace bylo cilem testovani antimikrobialni aktivity
pfirodnich preparati ve volné a enkapsulované formé, pfiprava ¢astic a sledovani jejich
dlouhodobé stability.

Jako rostlinné antimikrobialni latky byly v praci pouzivany rtuzné extrakty ¢aju (vodné,
etanolové a DMSO) a vodné extrakty bylin. S pouzitim vodnych extrakt( ¢aja byly za pouziti
ultrazvuku pfipraveny lipozomy a chitosanové Castice. Pro vSechny Castice byla stanovena
enkapsulaéni ucCinnost, velikost, stabilita a antioxidacni aktivita. Poté byla v ramci
dvou mésicl u ¢astic sledovana dlouhodoba stabilita. Pro stanoveni enkapsulaéni u¢innosti
i dlouhodobé stability bylo vyuzito spektrofotometrické metody stanoveni celkovych
polyfenoll. Po stanoveni velikosti a stability ¢astic byla vyuzZita metoda DLS. Antioxidacni
aktivita byla v celé praci sledovana za pouziti spektrofotometrické metody vyuzivajici
ABTS". Pro testovani antimikrobialni aktivity riiznych typd extraktd ¢aji a bylin, jejich smési
a kombinaci s lysozymem a antibiotiky byly vyuZity bujonové diluéni metody za pouZziti
grampozitivnich i gramnegativnich bakterialnich kmenlG. U pfipravenych ¢&astic byla
sledovana také jejich antimikrobialni aktivita, ktera byla znacna pfedevsim u chitosanovych
¢astic.

Vhodné kombinace pfirodnich latek at uz s antimikrobialnim ¢i antioxidacnim uc€inkem
ve volné nebo enkapsulované formé mohou byt svyhodou vyuzity pro aplikace
napf. v kosmetickém primyslu, potravinarstvi Ci v |ékafstvi.

KLICOVA SLOVA

pfirodni antimikrobialni latky, polyfenoly, flavonoidy, kofein, antioxidacni aktivita,
enkapsulace, lipozomy, chitosanové ¢astice, antimikrobialni aktivita



ABSTRACT

Present diploma thesis is focused on natural antimicrobial substances.
The aim of the experimental part of thesis was testing of antimicrobial activity of selected
natural substances in free and encapsulated forms, preparation of particles and monitoring
of their long-term stability.

Various teas extracts (aqueous, ethanoic and DMSO) and aqueous herbs extracts were used
as plant antimicrobial substances. Liposomes and chitosan particles with encapsulated
agueous teas extracts were prepared by ultrasonication. Encapsulation efficiency, size,
stability and antioxidant activity for all particles were specified. Consequently, within
atwo months period, long-term stability for these particles was monitored.
Spectrophotometric method for determining total polyphenols was used for evaluating
encapsulation efficiency as well as for monitoring of long-term stability. The DLS method
was used for determination of size and stability of particles. Antioxidation activity was
monitored by using spectrophotometric method using ABTS. For testing antimicrobial activity
of various types of teas, herbs extracts and their mixtures and combianitons with lysozyme
and antibiotics, broth dilution methods were used while using both Gram positive
and Gram negative bacterial test strains. Antimicrobial activity of prepared particles was also
monitored, the antimicrobial activity was especially significant with the chitosan particles.
Suitable combinations of natural substances whatever with antimicrobial or antioxidation
effect either in free or encapsulated form could be used for applications for example
in cosmetics industry, food processing or in medicine.

KEY WORDS

natural antimicrobial substances, polyphenols, flavonoids, caffeine, antioxidant activity,
encapsulation, liposomes, chitosan particles, antimicrobial activity
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1. UVOD

Rostliny produkuji téméf neomezené velké mnozstvi sekundarnich metabolitl, které
jim slouzi jako obrana proti mikroorganismim, hmyzu nebo byloZravcim. Jiz v davné
minulosti lidé vyuzivali IéCivych schopnosti rostlin, které aplikovaly ve formé obklad(, nebo
pili jejich vyluhy. S nastupem antibiotik v roce 1950 ale pouziti rostlinnych derivata jako
antimikrobialnich latek prakticky vymizelo. V poslednich desetiletich ale opét roste zajem
o hledani a wvyuziti antimikrobialnich latek produkovanych pravé rostlinami. Nova
antimikrobialni ¢inidla je dllezité hledat i z dlivodu rostouci rezistence k antibiotikim.
Antimikrobialnimi latkami rozumime latky takové, které jsou schopny inhibovat
rst mikroorganismu.

Existuje také mnoho antimikrobialnich systému Zivocisného puvodu, které se ¢asto vyvinuly
jako obranné mechanismy hostitele. Mnoho antimikrobialnich latek, které jsou vlastni
zivoc¢ichlm, se vyskytuji pfedevSim ve formé rliznych antimikrobialnich peptidd. Do skupiny
antimikrobialnich peptidd fadime i znamy hydrolyticky enzym lysozym. Tento 14,4 kDa velky
peptid je obsaZen v télesnych sekretech a vaje¢ném bilku, z kterého se mimo jiné ziskava.
At uz zddavodu rezistence k antibiotikim, tak i zjinych divodu je dilezité zvySovat
antimikrobialni potencial ucinnych latek. ZvysSeni antimikrobialniho ucinku je vyhodné jak pro
antimikrobialni efekt je kombinace jednotlivych antimikrobialnich latek. DalSi moznosti,
jak zlepsit antimikrobialni efekt latek je jejich enkapsulace.

Tato prace je zaméfena predevS§im na sledovani antimikrobialnich uc€inkd rostlinnych
extraktd z vybranych €ajl a bylin. Dale se zaméfuje na moznosti zvySeni antimikrobialniho
ucinku vaci grampozitivnim i gramnegativnim bakterialnim  kmenim. Ktomu bylo
v pfedlozené praci vyuzivano pfedevSim kombinaci rostlinnych a Zivocisnych
antimikrobialnich slozek a nasledné sledovani mozného zvySeni antimikrobialni aktivity jejich
enkapsulaci do lipozom( a chitosanovych ¢asticich.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Prirodni antimikrobialni latky

Antimikrobialnimi latkami rozumime latky takové, které jsou schopny inhibovat
rist mikroorganismu. V posledni dobé dochazi k rostoucimu zajmu o vyuzivani pfirodnich
antimikrobialnich latek. Mezi né patfi latky antibakterialni, antimykotické, antiparazitické,
antiseptické nebo antivirové. Tyto pfirodni latky mohou pusobit na mikroorganismy rlznymi
ucinky. Mohou byt vyuzity napf. v potravinarstvi, farmakologii nebo kosmetice [1].
Mechanismus uc€inku antimikrobialnich latek je velmi slozity a nebyl dosud zcela objasnén.
Nékteré latky mohou plsobit sou€asné i nékolika mechanismy. Mechanismy pusobeni
mohou korelovat se slozenim bunééné stény a cytoplasmatické membrany mikroorganism,
dale mohou zaviset napf. na typu mikroorganismu [1], [2].

2.2. Antibiotika

Jako antibiotika jsou oznaCovany latky ziskané puvodné jako pfirodni produkty
mikroorganismu. Jejich ucinek je zalozen na zastaveni rlstu a rozmnozovani nebo
na usmrcovani mikrobialnich bunék. Antibiotika Ize délit na skupiny dle rlznych kritérii: podle
spektra uc€inku, typu ucinku a mechanismu ucinku [3], [2].

Spektrem Uc€inku antibiotika rozumime vyet kmend citlivych k uritému antibiotiku.
RozlisSujeme latky s uzkym spektrem ucinku, tzv. antibiotika s cilenym uc€inkem, a rozSifenym
nebo Sirokym spektrem U&inku, coz jsou antibiotika U¢inna proti celé Fadé riznych patogend,
at uz se jedna o G+ nebo G- mikroorganismy. Mezi antibiotika s cilenym u€inkem patfi
napf. Penicilin G a Penicilin V. Mezi Sirokospektra antibiotika se fadi napf. tetracykliny [2],
[3], [4], [3]-

Jak jiz bylo zminéno, antibiotika mohou puUsobit dvéma typy ucinkd. Prvnim
znich je bakteriostaticky uc€inek. Pokud antibiotikum pQsobi bakteriostaticky, dojde
k zastaveni rlstu a rozmnozovani bakterii. V pfipadé baktericidniho ucinku antibiotikum
zpusobi usmrceni bakterii [2], [3].

Tabulka 1. Rozdéleni antibiotik dle typu u&inku [4], [6]

Bakteriostatiska ATB Baktericidni ATB
Peniciliny Tetracykliny
Cefalosporiny Amfenikoly
Aminoglykosidy Makrolidy
Sulfonamidy Linkosamidy
Nitrofurany Spektinomycin
Glykopeptidy Sulfonamidy
Chinolony Pirimidiny
Monobaktamy Nitrofurany
Karbapenemy
Ansamyciny
Polypeptidy
Nitroimidazoly
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Dalsim moznym délenim antibiotik je déleni dle mechanismu jejich ucinku. Zde je tfeba
zminit, Ze bakterie patfi do skupiny prokaryotickych organismu, obsahuji buné&nou sténu
a jejich nukleové kyseliny nalezneme v jadfe. Existuji dva typy bakteridlni bunécné stény,
bunélna sténa G+ bakterii a G- bakterii. V pfipadé G+ bakterii obsahuje bunécna sténa
velké mnozstvi peptidoglykan, jejichz tvorbu je mozno zastavit pravé nékterymi antibiotiky,
tim pak dojde k likvidaci bufiky. G- bakterie maji pouze tenkou vrstvu peptidoglykand,
ale obsahuji povrchovou fosfolipidovou dvouvrstvu a v periplazmatickém prostoru maji
nahromadéné  beta-laktamazy, které rozkladaji fadu antimikrobialnich latek
a jsou tak odolné&jsi. Tyto odliSnosti znamenaji zasadni rozdil v odolnosti vici riznym typum
antimikrobialnich latek [2], [3].

Gram + bakterie Gram - bakterie
L> Beta-laktzmoza 3D
Sténa
bakterie
i lipoproteiny —

-

Kyz teichoovd roteiny peptidoglykany
PBP —&\ [
@) ‘.'\, i "
v Plazmaticki
\ membrana
i éc%é bakterie

Cytoplazma Cytoplazma

Obrazek 1: Stavba bunécné stény bakterii [2]

Latky pusobici
na bunéénou
membranu:

COL, POL, NOR

Latky branici
transkripci:

Inhibitory tvorby
bunééné stény:

a) inhibitory gyrazy:
NOR, OXO

PEN, AZT, CLT,
IMI a).

Y :i b) inhibitory RNA
-\ polymerizy: RIF

Inhibitory
intermediarniho
metabolismu:

SUL, TRI

Latky ovliviiujici
syntézu proteini:

) GEN, STM, AMI
b) TET
¢) CMP, ERY, LIN

Obrazek 2: MoZnosti plsobeni antibiotik [2]
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Tabulka 2: Rozdéleni antibiotik dle mechanismu ucinku [2], [5].

Mechanismus UGc¢inku

Antibiotikum

Inhibice syntézy bunécné stény

Beta-laktamova ATB | Peniciliny

Cefalosporiny

Atypické beta-laktamy

Vankomycin,
Bacitracin

Poskozeni funkce cytoplazmatické
membrany

Polymyxiny

Amfotericin B

Nystatin
Inhibice syntézy kyseliny tetrahydrolistové | Sulfonamidy
Trimetoprim
Kotrimazol
Sulfasalazin
Inhibice funkce DNA Derivaty nitroimiazolu
Rifampicin
- Inhlplce DNA Ofloxacin
gyrazy
Ciprofloxacin
Enofloxacin
— Inhibice RNA . -
. Rifampicin
polymerazy
— Inhibice
Inhibice proteosyntézy zahajeni Oxazolidinony
proteosyntézy
— Vazba na
Egijednotku Aminoglykosidy
ribozomu

Tetracykliny

— Vazba na 50S

podjednotku Makrolidy
ribozomu
Inhibice intermediarnino metabolismu Sulfonamid

Trimethoprim
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2.3.Zivoéisné antimikrobialni latky

Existuje mnoho antimikrobialnich systému Zivo&iSného plvodu, které se ¢asto vyvinuly jako
obranné mechanismy hostitele. Mnohé antimikrobialni latky, které jsou vlastni Zivo¢ichum,
se vyskytuji ve formé antimikrobialnich peptidd.

2.3.1. Peptidy

Mezi zivoCiSné antimikrobidlni latky patfi velka skupina antimikrobialnich peptidi. Jedna
se o klicovou slozku vrozené imunity vétSiny mnohobunéénych organisml. Doposud bylo
objeveno jiz vice nez 2000 pfirodnich antimikrobialnich peptidd [10]. Existuje jich nékolik
druhu — kationické, anionické, aromatické dipeptidy a derivaty proteinli vazici kyslik, pficemz
nejvice zastoupeny jsou peptidy kationické [7].

Antimikrobialni peptidy jsou relativné kratké fetézce obsahujici 12-100 aminokyselin. Mohou
mit mnoho rldznych struktur, napf. alfa-helixy, beta-listy, smyéky a natazené struktury [8].
VétSina téchto latek pusobi stejnym mechanismem, a to permeabilizaci membrany patogenu
[9].

Nejlépe prostudované jsou kationické antimikrobialni peptidy s antibakterialni aktivitou.
Jak bylo zminéno vySe, vétSina AMP zpusobuje permeabilizaci membran. Objevuje
se vSak stale vice dukazu o tom, ze nékteré mohou pUsobit na vice cili v bakterialni bufce.
Presto je ucinek vSech AMP zavisly na interakci s bakterialni buné¢nou membranou. PUsobi
jak na G+ tak i na G- bakterie. Pfi pusobeni AMP nejdfive probéhne elektrostaticka interakce
mezi kationickym peptidem a zaporné nabitymi slozkami (fosfatové skupiny, lipoteichoova
kyselina) v membrané bakterii. U G- bakterii se pak peptid vlozi do struktury vnéjsi
membrany, coZz vede K jejimu naruSeni a permeabilizaci. Tim je membrana propustna
pro dalSi peptidy, které se tak dostanou k cytoplazmatické membrané. Neékteré studie

smrt buniky pusobenim na zakladni intracelularni procesy [8].

2.3.2. Lysozym

Do skupiny antimikrobialnich peptid( fadime i znamy hydrolyticky enzym lysozym. Tento
14,4 kDa velky peptid je obsazen v télesnych sekretech a vaje€ném bilku, z kterého se mimo
jiné ziskava. Existuji Ctyfi tfidy lysozymu dle jeho aktivity a struktury. Lysozym pravé
ze slepiciho bilku, lysozym z husiho bilku, z bakteriofaga T4 a Ch-lysozym.

Lysozym ze slepiciho bilku je jednofetézcova molekula slozena ze 129 zbytk( aminokyselin.
Jeji kulovity tvar je udrzovan Ctyfmi disulfidickymi mustky. Molekula lysozymu obsahuje
pét a-helikalnich useku a jeden usek s uspofadanim B-skladaného listu [11], [12], [13], [14],
[15].

Bunétné stény predevSim G+ Dbakterii obsahuji N-acetylmuramovou Kkyselinu
a N-acetylglukosamin, které jsou spojeny g - 1, 4 — glykosidickou vazbou. Pravé toto spojeni
je cilem pusobeni lysozymu z vaje€ného bilku. Mechanismus ucinku riznych typl lysozymu
se muze lisit dle toho, v jakém organismu je lysozym obsazen [14], [16].

Molekula lysozymu obsahuje za fyziologickych podminek na svém povrchu Stérbinu, ktera
je aktivnim mistem enzymu. Tato S&térbina ma 6 vaznych mist (ABCDEF), v nichz
jsou vazany sacharidy k molekule vodikovymi vazbami. St&pné vazby jsou mezi vaznymi
misty D a E. Ve vazném misté D se po zformovani molekuly do polozidlickové konformace
vaze substrat. PFi pusobeni lysozymu na bakterialni bunécnou sténu pusobi jako katalyzator
ionty H*. Lysozym se nejdfive svym aktivnim mistem pfipoji na buné&cnou sténu. Diky
karboxylové skupiné Glu-35, ktera poskytuje proton, dojde k protonaci atomu kysliku. Dale
dochazi ke stépeni vazby C-O za vzniku alkoholu a karbokationtu stabilizovaného skupinou
Asp-52. Posledni fazi pusobeni lysozymu je adice vody na vznikly karbokation a vznik
poloacetalu. Tento mechanismus zpUsobuje rozklad peptidoglykanu v bunénych sténach
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na disacharidové jednotky, ¢imz jsou bakterialni bufiky zahubeny [11], [12], [14], [16], [17],
[18].
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Obrazek 3: Mechanismus ptsobeni antimikrobialnich peptidi
A-D: Mechanismy vedouci k membranové permeabilizaci
E-l: Mechanismy peptidd, které nezplsobuji membranovou permeabilizaci [8]
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Obrazek 4: Struktura lysozymu [11]

substrat produkty

substratem je oligosacharid tvoreny Sesti cukry (A-F), konecné produkt jsou oligosacharidy tvofené Etyfmi cuki
znazorneny jsou zde dva z nich (D,E) (vlevo) a dlsachan em (vpravo), jedna ‘se o produkty hydrolyzy
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V komplexu enzym-substrat, zajisti Zde je nestabilni l§>rechodovy stav s kladné  Rychlou adici molekul?/ vody (zelené&)
enzym svym pusobenim Zménu nabitym cukrem D. Pnuti na obou stranach je pak dokon&ena hydrolyza a regenerace
konformace cukru D, Glu 35 zde pusobi cukru D a negativni naboj na Asp 52 protonované formy Glu 35, za tvorby
jako ,kyselina“, ktera interaguje s vazbou stabilizuji tento meziprodukt, coz komplexu enzym-produkt (EP)

cukr-cukr a je donorem protonu (H+). snizuje energii na povrchu enzymu

W1YH0 UHKLHNU FUDLISHING

Obrazek 5: Mechanismus ptsobeni lysozymu[19]
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2.4.Rostlinné antimikrobialni latky

Rostliny produkuji témérf neomezené velké mnozstvi sekundarnich metabolitl, které
jim slouzi jako obrana proti mikroorganismim, hmyzu nebo byloZravcim. Poskytuji rostlinam
jejich specificka aromata, chuté a pigmenty. Jiz v davné minulosti lidé vyuzivali 1éCivych
schopnosti rostlin, které aplikovaly ve formé obkladu, nebo pili jejich vyluhy. Lé&ebné Gcinky
vSak byly Casto rozporuplné, dochazelo jak klécbé symptomu, tak i k Castym otravam.
S nastupem antibiotik v roce 1950 ale pouziti rostlinnych derivatd jako antimikrobialnich latek
prakticky vymizelo. V poslednich desetiletich ale opét roste zajem o hledani a vyuziti
antimikrobialnich latek produkovanych pravé rostlinami. Mezi duvody tohoto hledani patfi
napf. nepfiznivy vliv antibiotik na lidsky organismus nebo jejich naduzivani. Smysl vyuziti
prirodnich antimikrobialnich latek je v jejich znaéné antimikrobialni aktivité. Mezi tyto
sekundarni metabolity s antimikrobialnim u&inkem patfi napf. fenolické slouéeniny,
terpenoidy, chinony, taniny a dalsi [20], [21].

Jak je zobrazeno na obrazku 6, sekundarni metabolity rostlin mohou pulsobit nékolika
mechanismy antimikrobialniho uc€inku. Jedna se o naruSeni membranové funkce a struktury,
naruseni syntézy DNA a RNA, zasah do metabolismu burnky, indukce koagulace slozek
cytoplazmy a porusSeni normalni bunééné komunikace. Mechanismus probiha obvykle
v nasledujicim sledu: interakce s bunéfnou membranou a difuze pFes ni; interakce
s intracelularnimi slozkami/procesy. Antimikrobialni potencial a mechanismus puUsobeni
jednotlivych latek mize byt ovlivnén a zavisi na mnoha faktorech (vlastnosti cilovych bunék,
prostiedi atd.) [22].

V dalSich kapitolach jsou popsany vybrané skupiny rostlinnych antimikrobialnich latek.

4 NN/ Y4 ™)
GRAM-NEGATIVNI GRAM-POZITIVNI HOUBY
BAKTERIE BAKTERIE

. A\ VAN J
PMS mohou zpusobit:

Bunééna sténa

( Narugeni struktury a funkce membrany ) it Plasmaticka membrana
Vnéjsi membrana

( Narudeni syntézy a funkce DHA/RNA ) - . Geneticky material

( Zasah do intermediarniho metabolismu ) oo Q Proteiny

( Vyvolani koagulace slofek cytoplasmy ) m— O Cytoplasma

( Zasah do intercelularni komunikace ) T Q Quorum sensing

Obréazek 6: MozZnosti ptsobeni rostlinnych antimikrobialnich latek [22]

2.4.1. Kofein, theobromin, theofylin

Kofein neboli 1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion je alkaloid a jeden z purinovych
derivatd xanthinu. Jedna se o bilou, krystalickou, hoflavou latku. Je bez zapachu a ma silnou
hofkou chut. Jeho molekulova hmotnost je 194,191 Da [23], [24].

Kofein je pfitomen ve velkém mnozstvi rostlin vyskytujicich se vSude na svété. Jedna
se pravdépodobné o celosvétové nejvice uzivanou drogu. Je obsazen napf. v €aji, guarang,
kavé nebo kakau. Obsah kofeinu v €aji se pohybuje od 24 do 50 mg/150 ml, pro kavu
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jetood 40do 180 mg/150 ml a od 2 do 7 mg/150 ml v kakau [25]. VétSinou je uzivan
ve formé extraktl a v riznych potravinach a napojich.

Kofein ma povzbudivé ucinky, zvySuje fyzicky vykon, schopnost soustfedit se, zmirfiuje
uzkosti a celkové podporuje centralni nervovy systém ¢lovéka. Mimo jiné ma kofein i silné
antioxidaéni a antimikrobialni Gcinky. Antioxidacni aktivitu ma kofein diky pfitomnosti
karbonylovych skupin a diky dvojnym vazbam. Bylo zaznamenano, Ze kofein inhibuje
rUst plisni a bakterii. Také byl prokazan antibakterialni uc¢inek kofeinu z kavovniku arabského
a listi zeleného ¢aje Camellia sinensis proti G+ i G- bakteriim [26], [27], [28], [29].

CH3

Y

CH3

Obrazek 7: Struktura kofeinu [23]

Diky své biologické aktivité a schopnosti proniknout prfes kiGzi je kofein hojné vyuzivan
v kosmetickém primyslu. Synteticky kofein se vyuziva ve farmaceutickém primyslu jako
prisada do analgetik a antipyretik a v potravinarstvi jako pfisada do nealkoholickych napoju.
Vyrabi se methylaci xanthanu, ktery je ziskavan synteticky z kyseliny mocové [30],[31].
Katabolismus kofeinu v bakterialnich systémech a vySSich rostlinach vytvafi dalSi purinové
alkaloidy, jako je napf. theobromin a theofylin. Dle nékterych studii probiha rozklad kofeinu
na theobromin a theofylin také u Clovéka [32].

Theobromin, systematickym nazvem 3,7-dimethylpurin-2,6-dion je hlavnim alkaloidem
kakaovniku pravého a vyskytuje se vfadé dalSich rostlin. Jedna se také o xanthinovy
alkaloid a jeho molekula ma hmotnost 180,164 Da. V krystalické podobé se jedna o bily
prasek hofké chuti. DFfive byl vyuzivan v lékafstvi jako diuretikum a pfi IéEb& anginy pectoris
a hypertenze [33].

Tak jako kofein ma i theobromin zhaSeci efekt na produkci hydroxylovych radikall a také
na oxidativni poSkozeni DNA témito radikaly. Theobromin ma také znacné antioxidacni
vlastnosti [34].

HaCx
O)\Iil
CH,

Obrazek 8: Struktura theobrominu [35]
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DalSim katabolickym produktem kofeinu, jak jiz bylo zminéno vyse, je theofylin. Theofylin
ma systematicky nazev 3,7-dihydro-1,3-dimethyl-1 H-purin-2,6-dion. Jeho molekulova
hmotnost je 180,164 Da a jedna se také o bily krystalicky prasek. Tak jako kofein
a theobromin patfi theofylin do skupiny alkaloidu [36], [37].

Theofylin se pfirozené vyskytuje v kakaovych bobech a stopové také v cCaji. Spole¢né
s ostatnimi  xantinovymi slou€eninami chrani mladé cCajové listky pfed mikroby
a hmyzem [37]. Jako silny antioxidant zabrafiuje theofylin poSkozeni DNA, ma také
protinadorovou a antivirovou aktivitu [28].

Q. CH,

HN N
a
.

/
H,C

Obrazek 9: Struktura theofylinu [36]

O

Molekularni mechanismy pusobeni téchto latek nejsou dosud zcela znamy [28]. Existuji
v8ak modely mechanismu uc€inku. Napf. pro kofein bylo zjisténo, ze mlze snadno prochazet
bakterialni bunéCnou sténou. Po pruniku do burfiky zafne kofein inhibovat
syntézu DNA, coz zpusobi, ze se nesyntetizuji enzymy a proteiny. Tento mechanismus
ovSem nemusi nastat, pokud je kofein jeSté pfed oxidaci pfeveden pomoci enzymi
na theobromin a paraxanthin [29].

2.4.2. Polyfenoly

Polyfenolické latky jsou pfitomné ve vétdiné vysSich rostlin, kde jsou produkovany jako
sekundarni metabolity. Jsou obsazeny napf. v ovoci, zeleniné, obilovinach, lusténinach
a v rostlinnych napojich jako je vino, pivo, €¢aj a kava. Podili se na rGznych biologickych
procesech, napf. rast rostlinného pletiva, pigmentace, ochrana proti Skddcim
a chorobam [38]. Dosud bylo objeveno nékolik tisic polyfenolickych molekul, ztoho
pak nékolik stovek v jedlych rostlinach [39]. Diky svému Sirokému rozsahu biologické aktivity
jsou polyfenoly jedny z nejintenzivnéji studovanych molekul v ridznych odvétvich chemie,
zejména v chemii potravinarské a kosmetické. Strukturu polyfenolu tvofi jedno nebo vice
aromatickych jader, na které jsou navazany dvé a vice hydroxylovych skupin [40], [41], [42].
a poté tvofit vysokomolekularni komplexy a dale jejich antioxidacni aktivita [43]. Jakozto
antioxidanty chrani bunky pfed oxidaCnim stresem. Mechanismus antimikrobialniho uéinku
fenolickych latek spociva zfejmé v jejich reakci s thiolovymi skupinami a v nespecifickych
reakcich s tercialni strukturou enzymda [19], [21].

Dle chemické struktury Ize polyfenoly délit na tfi zakladni skupiny — polyfenoly neflavonoidni,
flavonoidni a ostatni. DalSi moznosti déleni je déleni na z&kladé primarnich vlastnosti.
V ramci tohoto déleni rozliSujeme chutové latky, barviva (flavonoidy), pfirodni antioxidanty
(flavonoidy) a vonné latky [44].

Nejjednodussimi zastupci neflavonoidnich fenoll jsou jednoduché fenoly a benzochinony.
Mezi jednoduché fenoly fadime fenolické kyseliny jako napf. kyselina gentisova, kavova,
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gallova a ellagova nebo kyselina benzoova a skoficova. Ty se vrostlinach nachazeji
nejCastéji vazané na proteiny nebo polymery bunéénych stén. DalSimi neflavonoidnimi fenoly
jsou saponiny (napf. ginsenosid), stilbeny (napf. resveratrol), hydrolyzované taniny, lignany
a dalSi napt. kurkumin [39], [44], [45], [46].

2.4.3. Flavonoidy

Mezi polyfenolické slouceniny patfi rozsahla skupina latek, tvofenych flavanovym cyklickym
skeletem — flavonoidy. Flavanovy skelet, zobrazeny na obrazku ¢&. 10, tvofi
dva substituované benzenové kruhy a pyranovy kruh. Diky kyslikovému atomu pyranového
kruhu mGzeme pozorovat typické reakce flavonoida [47], [48].

O

Obrazek 10: Struktura flavanového skeletu[49]

Klasifikace flavonoidd je mozna dvojim zplsobem; jednim je zpusob napojeni fenylového
kruhu na pyranovy. Tato klasifikace je shrnuta v tabulce 3. B&Zné byvaji na kruzich pfipojeny
hydroxy- nebo methoxyskupiny a jednotlivé derivaty se od sebe liSi stupném substituce
a oxidace. Druhé déleni je tedy podle stupné oxidace C3 fetézce. Takto rozliSujeme
flavanoly, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, falvonoly a anthokyanidiny,
chalkony atd.[47], [48].

Tabulka 3: Klasifikace flavonoidl dle napojeni fenylového kruhu na pyranovy[47]

Pozice napojeni Skupina flavonoidl Priklad
C2 normaini flavonoidy vétsina flavonoidnich barviv
C3 isoflavonoidy roteniny
C4 neoflavonoidy

Dosud bylo nalezeno vice nez 4000 flavonoidl, a to predevSim v listech, semenech,
kofenech a kvétech rostlin [50]. Pfirodni flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve formé
glykosidu. Ty obsahuji ve své molekule aglykon - necukernou &ast a cukernou &ast [51], [52].
Flavonoidy pini v rostlinach rizné funkce, jako je napf. pigmentace, obranné funkce,
interakce s mikroorganismy, ochrana pfed UV zafenim [53], [54].

Flavonoidy jsou vysoce reaktivni a jsou velmi dobrymi antioxidanty. Jejich antioxidaéni
aktivita zavisi na prostorovém uspofadani funk&nich skupin [50]. Diky tomu, Ze flavonoidy
interaguji s extracelularnimi proteiny bunécéné stény, zplsobuji timto degradaci bunééné
stény, a jsou tak antimikrobialnimi Cinidly. U lipofilnich flavonoidu bylo zjisténo, Ze mohou
také narusovat cytoplazmatickou membranu mikroorganismu [21].

2.4.3.1. Katechiny

Polyfenoly jsou nejddleZit&jsimi slozkami v &ajovych listcich. Cerstvé listy zeleného &aje
jsou bohaté pfedevsim na 3-flavanoly, znamé jako katechiny. Katechiny jsou zde pfitomné
v mnozstvi 30-40% susiny [55]. V &aji zpusobuiji jeho trpkost a hofkost.
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Katechiny maji v molekule dva chiralni uhliky a mohou se vyskytovat ve Ctyfech
izomerech — (+,-)-katechiny a (+,-)-gallokatechiny. V pfirodé se vSak vyskytuji pouze
(+)-katechiny a (+)-gallokatechiny a (-)-epikatechiny a (-)-epigallokatechiny [45].

V Caji jsou obsazeny nasledujici katechiny, které jsou zobrazeny i na obrazku ¢&. 11:
gallokatechin, epikatechin (EC), epigallokatechin (EGC), epikatechin-3-gallat (ECG)
a epigallokatechin-3-gallat (EGCG) ktery je zde =zastoupen nejvice. Cim vice
je €aj oxidovany, tim méné katechini je v ném obsazeno. Pfeménou katechinu vznikaji
thearubigeny a theaflaviny, které jsou obsazeny v ¢erném C&aji [56].

H
H
HO. W
0 H
1606
OH OH
OH
(-)-Epigallokatechin (+)-Epikatechin-3-gallat (+)-Gallokatechin

HO

OH

(-)-Epigallokatechin gallat (+)-Epikatechin

Obrazek 11: Katechiny obsazené v ¢aji [57], [58], [59], [60], [61]

Katechiny pusobi inhibi€né na rist mikroorganismi a jsou ucinné i pfi prevenci nékterych
generacnich chorob [21].

2.4.3.2. Rutin

Nejznaméjsim flavonoidem je rutin, jehoz struktura je zobrazena na obrazku &€. 12. Jedna
se 0 netoxickou, pomérné rozSifenou rostlinnou latku obsazenou nejméné v 85 rostlinnych
druzich [62]. Jedna se o zelenozlutou krystalickou latku, které je Spatné rozpustna ve vodé.
Rutin je vyznamny svymi ucinky na lidsky organismus. Ma znacnou antioxidacni aktivitu,
protizanétlivé, antimutagenni a antikarcinogenni 0cinky [63], [64]. Ma také urcity
antimikrobialni efekt v zazivacim traktu [65].

Rutin je diky svym pfiznivym vlastnostem hojné vyuzivan ve farmacii, kosmetice
a potravinarstvi [66].
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Obrazek 12: Struktura rutinu [67]

2.4.3.3. Morin

Jednim z vyznamnych flavonoidl je i morin, neboli 2-(2,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-
4H-chromen-4-on. Tento flavonoid byl nalezen stejné jako rutin napf. v ovoci, zelening, €aji
nebo viné. Jedna se o Zluty prasek, jehoz struktura je znazornéna na obrazku 13. [68]

Morin ma také fadu biologickych a biochemickych ucinkd, at’ uz protizanétlivé, protinadorové
nebo kardioprotektivni. Taktéz se jedna o silny antioxidant, ktery mze pusobit rGznymi
mechanismy [68].

O OH

O OH

HO
Obrazek 13: Struktura morinu [69]

2.5.Caje

Pravy &aj je takovy produkt, ktery je vyroben z vyhonkd, listli, pupenu a zdfevnatélych stonku
Cajovniku Camellia sinensis [70]. Dle zpracovani se pravy Caj rozdéluje na Cerny, oolong
a zeleny. Pfi procesu zpracovani €aje probiha jeho oxidace. Neoxidovany €aj je Caj zeleny.
Casteéné oxidovany je éaj polozeleny, neboli oolong. Zcela oxidovany je &aj &erny [71].
Abychom ziskali €aj bily, jsou jeho nerozvinuté pupeny a nedorostlé listky po nasbirani
ponechany zavadnout a pfetfasanim na platech se mirné pomackaji. Pomackani zplasobi
naruSeni bunéfnych membran, diky <¢emuz dojde ke slabé oxidaci. Brzy poté
se ale Caj propafri a susi, €¢imz je proces oxidace zastaven [72].

Caj obsahuje v susiné dvakrat vétsi mnozstvi kofeinu nez kavové boby. Ovéem po pfipravé
obsahuje 3alek Caje o polovinu kofeinu méné nez Salek kavy. Vyznamnymi slozkami Caje
jsou polyfenoly, kterych obsahuji ajové listky az 22 %, a které maji antioxidacni u€inky. Dale
obsahuje Caj proteiny, vlakninu, vitaminy a mineraly. V neposledni fadé Caj obsahuje také
nékteré alkaloidy (theofylin, theobromin, kofein) a katechiny [72]. Bylo zjisténo, Ze aromatické
slozky zeleného Caje niCi bakterie, zodpovédné za vznik zubniho kazu [73]. Extrahovany
Cinsky €aj pak podle vyzkum( zpomaluje rlst nékterych vyznamnych patogennich bakterii
[72].

21



Mezi Caje se Casto zafazuji i napoje, které viastné €aji nejsou. Takové napoje se oznacuji
jako ,necaje” a nejsou vyrobeny z listk ¢ajovniku. Mezi tyto napoje se fadi napf. rooibos,
honeybush, lapacho nebo maté.

2.5.1. Caje ,,Gunpowder Formosa“ a ,Gunpowder Black®

Caje ,Gunpowder® pochazeji puvodn& z Ciny, vsougasné dobé& vSak muiZe pochazet
i Zjinych zem,i napf. Sri Lanky nebo Thaiwanu. Tento kvalitni ¢aj ma lahodnou chut
a osvézujici ucCinky. Déli se do nékolika tfid, které se od sebe mohou liSit rdznymi
vlastnostmi. Tyto €aje se zpracovavaji charakteristickymi postupy ruéné nebo na specialnich
strojich. Jejich kone€nou podobou jsou listky srolované do tvaru kuliCek [74].

V této praci byly vyuzity dva Caje druhu Gunpowder. Jednim z nich je Gunpowder Formosa,
ktery pochazi z Thaiwanu. Tento ¢aj ma specifickou chut, odliSnou od ostatnich druht ¢ajl
typu Gunpowder. Jedna se o zeleny €aj, ktery ma vyrazné tmavou barvu a velmi pronikavou
chut'i vani [74].

DalSim ¢ajem, ktery byl v praci vyuzivan je Gunpowder Black. Listky tohoto ¢aje pochazeji
z Cinské provincie Yunnan a maji také podobu srolovanych kuliCek. Vyznacuji se odstiny
od tmaveé zelené po Cernou. Tento €aj je ale na rozdil od pfedchoziho oxidovany a jeho néalev
ma zlatohnédou barvu [75],[76].

Obrazek 14: A — Gunpowder Black, B- Gunpowder Formosa

2.5.2. Caj,Pai Mu Tan“ - Bila pivornka

Caj ,Pai Mu Tan“, neboli bila pivorika pochéazi z Ciny zhor v oblasti Fu-tien. Tento
Caj je vyrabén ze susenych stfibrnych ochmyfenych tipst a nerozvitych pupenu s chloupky.
Pai Mu Tan se sklizi vliastné jesté nedozraly, jeho listky se pak susi, ale nesvinuji se. Zplasob
zpracovani tohoto €aje pfispiva k tomu, Ze voni a chutna témér jako Cerstvy €aj. Nalev tohoto
Caje je oranzoveé Zluty a ma jemné bylinkové az ofechové aroma.

Pai Mu Tan ma nizky obsah kofeinu, obsahuje mnoho antioxidantd, vitamind a mineralnich
latek. Diky obsaZzenym latkam je tento €aj vhodny k prevenci civilizaCnich chorob, zlepSuje
obranyschopnost, podporuje zdravi kiize, vlasl a nehtd [77], [78].
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Obrazek 15: Pai Mu Tan

2.5.3. Rooibos ¢erveny, zeleny

DalSim vyuzitym Cajem je ,necaj“, tedy Rooibos zeleny a €erveny. Rooibos pochazi z oblasti
na severu od Kapského mésta. Jedna se o napoj pfipraveny z kefe Aspalathus linearit, tento
kef se po urcCité dobé od vysazeni sbira do vakl a drti se. Rooibos chutna i vypada témeér
jako pravy €aj. Jeho vyhodou pro kazdodenni popijeni je, Ze neobsahuje kofein. Naopak
Rooibos obsahuje znac¢né mnozstvi antioxidantd, vitamin C a mineralni latky. Tak jako bily
Caj pomaha i Rooibos v prevenci civilizaénich chorob, zabrariuje hromadéni Skodlivych latek
v organismu a posiluje imunitu.

Listky ¢erveného Rooibosu, jsou po sklizni oxidovany a tim ziskavaji svou typickou ¢ervenou
barvu. Naopak Rooibos zeleny se oxidovat nenechava a obsahuje 0 néco vice antioxidantu
nez Cerveny [79], [80].

Obrazek 16: A- Rooibos ¢erveny, B- Rooibos zeleny
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2.5.4. ,,Honeybush®

Dalsim ,neCajem® pouzitym v této praci je ,honeybush®. Tento kef je pfibuznym vySe
zminéného Rooibos a taktéZ pochazi z Jizni Afriky. Zpracovava se také podobné jako
rooibos. Sklizenn probiha v obdobi kvétu z divoce rostoucich Medovych kefu. Tyto kefe
jsou sekany tésné nad zemi, poté se nafezou na malé kousky, které jsou namaceny, a poté
probiha jejich oxidace. Po procesu oxidace je barva honeybush Caje tmavé hnéda. Odvar
ztohoto kefe ma Ilahodné medové aroma. Zlatek, které honeybush obsahuje,
jsou to antioxidanty, mineraly a stopové prvky. Jakozto ,ne€aj“ honeybush neobsahuje kofein
a tfisloviny [81], [82].

Obrazek 17: Honeybush

2.5.5. ,Lapacho“

V pfipadé napoje ,Lapacho, ktery pochazi z kdry stromu Tecome Lapacho opét mluvime
o tzv. ,necaji“. Tento strom roste v nékolika zemich — Brazilii, Bolivii, Peru, severni Argentiné
a Paraguaji. Vnitini kdra, ktera ma cCervenou barvu se ziskava konkrétné z odrid stromd
Lapacho Colorado a Lapacho Morado. Kura lapacho je seSkrabavana z vnitini kiry jednou
az dvakrat do roka. Velmi kvalitni lapacho &aj se ziskava z velmi starych stromd volné
rostoucich v pfirodé [83], [84], [85].

Hlavnimi slozkami ¢&aje lapacho jsou naftochinony, coz jsou barviva, ktera maji
antimikrobialni, antifungalni, antivirovy a antiparaziticky ucinek. Mezi tyto latky patfi lapachol,
jedna se o latku podobnou vitaminu K. Mimo to lapacho obsahuje saponiny, katechiny a dalSi
latky. Obsazeno je zde i ur€ité mnozstvi minerald [86].

4

Obrazek 18: Lapacho
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2.6.Guarana

Jednim z extraktl vyuzivanych také v této praci byl extrakt z guarany. Guarana pochazi
z Amazonie a je vyuzivana jiz po staleti. V tomo pfipadé byl vyuzivan prasek ze semen
rostliny s nazvem Paulinie napojna (Paullinia cupana). Semena guarany jsou tmavé hnéda,
zatimco kvéty mohou byt Zlutooranzové az jasné Cervené.

Guarana obsahuje vysoké mnoZstvi kofeinu, 2,5 az 6% coZ je 2x az 5x vice neZ u semen
kavy Arabica. V malém mnozstvi byl prokazan v guarané i obsah theofylinu a theobrominu.
V guarané jsou dale obsazeny taniny s pfevahou katechinl, flavonoidy zodpovédné
za antioxidaéni aktivitu a saponiny.Informace o pfesném sloZeni guarany nejsou vdak dosud
upiné, vzhledem k nespravné identifikaci nékterych latek.

Guarana je znama svymi ucinky jakozto stimulant, afrodisiakum nebo tonikum a je zahrnuta
mezi IéCive rostliny. Pfedstavuje velky potencial pro vyuziti ve farmaceutickém, kosmetickém
a potravinarském pramyslu [87].

a

Obrazek 19: Guarana - prasek

2.7. Antioxidaéni uéinek

2.7.1. Volné radikaly

Pokud mluvime o volnych radikalech, mluvime o molekulach, atomech a iontech, které
jsou schopny samostatné existence a obsahuji ve své valencni vrstvé jeden nebo vice
neparovych elektrond. Volné radikaly jsou vysoce reaktivni diky snaze parovat elektrony.
Tyto vedlejSi produkty metabolismu plsobi oxidacné na buriky a zpusobuiji jejich starnuti
azmény v jejich struktufe. Plsobi na biologicky vyznamné slouc€eniny, jako jsou lipidy,
bilkoviny nukleové kyseliny a mohou modifikovat jejich funkce.

Jedna se pfedevsim o ROS (reaktivni kyslikové radikaly) a RNS (reaktivni dusikové radikaly)
[88], [89], [90].

2.7.2. Antioxidanty

Poskozeni biomolekul volnymi radikaly lze pfedchazet pusobenim antioxidantd. Jedna
se o molekuly, které mohou zabrarnovat nebo omezovat oxidaéni destrukci latek v burikach.
Antioxidanty mohou chranit organismus jak pfed exogennimi, tak i endogennimi volnymi
radikaly [89].

Antioxidanty mohou mit rGznou chemickou povahu, proto se li§i i mechanismus jejich
pusobeni. Pusobeni volnych radikali Ffikame tzv. oxidacni stres, v jeho dusledku
jsou poSkozovany tkané organismui. Jako antioxidacni kapacitu pak oznacujeme parametr,
ktery je umérny schopnosti tkdné odolavat oxidacnimu stresu [90].
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DalSimi latkami, které maji znacné antioxidacni ucinky, jsou jiz vySe zminéné polyfenolické
slou€eniny, zejména resveratrol, katechiny a flavonoidy [91].

Antioxida¢ni u€inek muze obecné probihat tfemi mechanismy. Jednak tvorbou volnych
radikald, interferenci s jiz vytvofenymi radikaly a reparaci poSkozeni zplsobenych oxidanty
[91].

Polyfenoly a zejména pak flavonoidy pUsobi jako akceptory hydroxylovych a peroxylovych
radikal(. Vytvari chelatové vazby s kovy a pusobi jako inhibitory reakci, které jsou zdrojem
aktivnich kyslikovych radikalu [92].

2.8.Moznosti zvysSeni antimikrobialniho u€inku

K boji proti rezistentnim patogenum je dllezité vyuzivat nova antimikrobialni €inidla. Tato
¢inidla je dulezité hledat i z dvodu rostouci rezistence k antibiotikim. Rezistenci definujeme
jako schopnost mikroorganismu odolavat ucinku antibiotik. Rezistence mlze byt absolutni,
kdy mikrob nema cilové struktury ovliviiované pfislusnou antimikrobni latkou, nebo relatini,
v tomto pfipadé nema organismus ve svém téle dostateCnou koncentraci antimikrobni latky
k dosazeni inhibice rdstu mikroorganismud. RozliSujeme také rezistenci primarni (geneticky
podminénou) a sekundarni (ziskanou). Rezistence mUlze byt zprostfedkovana mnoha
mechanismy, jako je napf. snizeni permeability protiinfekéni latky buné&tnou sténou nebo
chybéni cilové struktury pro zprostfedkovani uc€inku protiinfekéni latky [2], [93].

At uz z divodu rezistence antibiotik tak i z jinych divodu je dulezité zvySovat antimikrobialni
potencial u¢innych latek. ZvySeni antimikrobialniho ucinku je vyhodné jak pro farmaceuticky,
potravinarsky, tak i pro kosmeticky a dalSi pramysl [94].

2.8.1. Kombinace latek

Jednou z moznosti jak zvysit i rozsifit antimikrobialni efekt je kombinace jednotlivych
antimikrobialnich latek. Podminkou pro kombinaci latek, ktera rozSifi spektrum pokryti
je to, ze latky nebudou pusobit antagonisticky. Lze kombinovat napf. jednotlivé pfirodni latky
mezi sebou, ale i antibiotika, ke kterym mohou byt mikroorganismy rezistentni, s pfirodnimi
antimikrobialnimi latkami. Synergické kombinace by mély umoznovat pouziti nizSich
koncentraci éCiv a tak snizovat napf. vyskyt antibiotické toxicity, nebo mohou zpusobit,
Ze ucinek antimikrobialnich latek v kombinaci je vétSi nez soucCet uCinka kazdé latky
zvlast [95], [96].

2.8.2. Enkapsulace

DalSi moznosti, jak zlepSit antimikrobialni efekt latek je jejich enkapsulace. Enkapsulaci
dojde napf. ke zlepSeni adsorpce, zvySeni u€innosti nebo k lepSimu dodavani latek do mista
pusobeni. Castice s enkapsulovanymi antimikrobialnimi latkami mohou mit lep$i chemickou
stabilitu, mohou byt kompatibilngjsi a mohou mit lepSi mezifazové vlastnosti. Do Castic
je mozné také umistit vy3Si koncentraci antimikrobialni latky nebo latku, ktera je jinak
nestabilni. Enkapsulace se vyuziva také pro pfekonani aktivitnich ztrat [97].

2.9.Moznosti aplikace vybranych antimikrobialnich latek

Rostlinné latky obsahujici polyfenoly maji velky aplikacni potencial. Polyfenoly maji zna¢nou
strukturni rozmanitost a variabilitu v chemickém slozeni. Mohou tak byt ucinné proti vétSimu
mnozstvi patogennich organisma.

Vétsina studii tykajicich se antimikrobialnich latek rostlinného pdvodu zahrnuje pUsobeni
bylin, kofeni a sloucenin obsazenych v nich.
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2.9.1. Kosmetika

Pfirodni latky s antimikrobialnim a antioxidaénim uc€inkem mohou byt vyuzity v kosmetice
diky svému antimikrobialnimu efektu jako konzervanty, a to samotné nebo v kombinaci
s jinymi chemickymi konzervanty [98]. Velké mnozstvi kosmetickych produktd obsahuje
pfirodni latky jako aktivni slozky — antioxidanty. Ty pak mohou pusobit proti volnym
radikalim. Diky tomu, Ze antioxidanty likviduji meziprodukty, mize byt zastavena fetézova
reakce vzniku volnych radikald nebo mohou byt tyto latky samy oxidovany a tim zabranit
jinym oxida¢nim reakcim. Tento proces mlze chranit k(izi pfed stresem zplsobenym volnymi
radikaly [99].

2.9.2. Hojeniran

Vzhledem ke znaéné antioxidaéni, antimikrobialni a protizanétlivé aktivit¢ rostlinnych
pFirodnich latek narlsta v posledni dobé zajem o jejich vyuziti pfi hojeni ran.

Hojeni predstavuje tfifazovy proces, ktery je slozen ze zanétu, rastu bunék a tvorby
kolagenové mfizky. Zanétliva reakce v procesu hojeni mize byt urychlena, pokud zabranime
kolonizovani ran bakteriemi.

Pro hojeni ran jsou tedy antimikrobialni latky velmi uziteCné. Je zde ovSem problém s jejich
transportem pres bunééné membrany a se snizenim jejich Ucinnosti. Tyto problémy muize
vyfesit enkapsulace latek napf. do lipozomu nebo do polymernich &astic [26].

2.9.3. Potraviny

Mikrobialni kontaminace potravin béhem skladovani je velkym problémem, ponévadz muze
dojit k zavaznému poskozeni zdravi konzumentd. V poslednich letech je velky zajem
o pfirodni antimikrobialni latky, které mohou inhibovat rist bakterialnich a houbovych
kontaminantt potravin. Cilem je zlepsit kvalitu a skladovatelnost potravin. Dal$im z dGvodu
je znepokojeni ohledné bezpecnosti pouzivanych konzervacnich latek, v dusledku toho
je zde zvySujici se poptavka po pfirodnich produktech, které mohou byt alternativou
konzervantl. Pro potravinarsky pramysl mohou byt vyuzivany jak rostlinné latky,
tzv. fytoncidy, obsahujici velmi ucinné polyfenoly, tak i zivocisné latky, napf. jiz zminény
lysozym. Antimikrobialni latky mohou byt pfidavany k potravindm v rdznych formach,
atobud pfimo do potraviny, nebo do oball v systémech, které zajisti jejich pomalé
uvolfiovani, jako napf. filmy nebo nanocCastice. NanocCastice mohou byt pfipraveny
napf. z polymernich nosic¢t nebo mohou byt ve formé lipozomu [100].

Antimikrobialni latky jsou vyuzitelné i ve farmaceutickém primyslu jako vyzivové doplriky.
Opét je zde moznost jejich enkapsulace, ktera zajisti zvySeni jejich biologické dostupnosti,
ucinnosti a pozvolného uvolfiovani [26].
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3. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo studium antimikrobialniho U€inku smési pfirodnich latek

pomoci mikrobialnich testovacich systému a studium moznosti stabilizace téchto pfirodnich

Smesi.

V ramci prace byly feSeny nasleduijici dil¢i ukoly:

e Zpracovani reSerSe zaméfeneé na prirodni antimikrobialni preparaty rostlinného
a zivociSného plvodu a jejich ucinek.

e Optimalizace metod stanoveni antimikrobialni aktivity a postupt enkapsulace.

e Testovani antimikrobialni aktivity vybranych pfirodnich smési ve volné a enkapsulované
formé.

e Sledovani dlouhodobé stability antimikrobialnich smési.
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4. EXPERIMETNALNI CAST

4.1.Pouzité mikroorganismy
V&echny pouzité bakterialni kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy
univerzity v Brné.

e Escherichia coli (CCM 7395)

e Micrococcus luteus (CCM 1569)

e Serratia marcescens (CCM 8587)

4.2.Pouzité chemikalie

4.2.1. Standardni a specialni chemikalie

e Acetonitril pro HPLC, LachNer (Ceska republika)

e Agar, Himedia (Indie)

¢ Ampicilin, Sigma-Aldrich (Némecko)

e Dimethylsulfoxid, Lachema (Ceska republika)

e Ethanol 99%, LachNer (Ceska republika)

e Folin-Ciocalteauovo &inidlo, Penta (Ceska republika)

e Hovézi extrakt, Himedia (Indie)

e Chitosan (medium molecular weight), Sigma-Aldrich (Némecko)

e Cholesterol, Serva (Némecko)

e Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

o Kofein, Sigma-Aldrich (Némecko)

o Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Némecko)

e Lecithin, Serva (Némecko)

e Lysozym, Serva (Némecko)

e Methanol pro HPLC, LachNer (Ceska republika)

e Morin, Sigma-Aldrich (Némecko)

¢ Nutrient Broth Medium, Himedia (Indie)

e Pepton, Himedia (Indie)

e Rutin, Sigma-Aldrich (Némecko)

e Streptomycin, Himedia (Indie)

e Theobromin, Sigma-Aldrich (Némecko)

e Theofylin, Sigma-Aldrich (Némecko)

o Tripolyfosfat sodny, Sigma-Aldrich (Némecko)
Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych dodavatelu.

4.3.Pristroje a pomucky
e Mikrocentrifuga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Némecko)
o Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios & (Velka Britanie)
e Spektrofotometr Unicam Helios o (Velka Britanie)
e Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments (USA)
e Termostat IP60, Biotech (Ceska republika)
e Temperovana tfepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (Ceska republika)
¢ Vortex REax Top, Heidolph (Némecko)
e Analytické vahy BOECO (Némecko)
e Pfedvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)
e Ultrazvukovy homogenizator/dispergator - Bandelin Sonoplus HS3200 - Sonorex
Technik (Némecko)
e ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Némecko)
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o Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS - Malvern (Velka Britanie)

e Sestava HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan SURVEYOR, Thermo Fischer (USA):
Pumpa - MS Pump Plus, Detektor PDA - PDA Plus Detector, Hmotnostni detektor
LCQ Advantage Max; Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM,
Ceska republika); Davkovaci analyticky ventil smyékovy C R54157 (ECOM,
Ceska republika); Vyhodnocovaci systém Xcalibur Thermo Fischer (USA)

e Kolona Kolona Kinetex 5u C18, 4,6 x 150 mm, (Agilent Technologies — USA)

e Vakuova odparka Werke RV06-ML: IKA (Némecko)

e Prutokovy cytometr - Apogee A50, Apogee Flow Systems (Velka Britanie)

e Automatické pipety v rdzném rozsahu objemu — Discovery (Némecko)a Biohit
(Némecko)

4.4.Caje a byliny
o Hrebicek (Avokado)
e Jitrocel, Lécivé rostliny Brno
e Hefmanek, Lécivé rostliny Brno
e Rakytnik, LéCivé rostliny Brno
e Skofice (Avokado)
o Kopfiva, LéCive rostliny Brno
e Zeleny ¢aj — Gunpowder formosa (Oxalis, plvod Taiwan)
e Cerny &aj — Gunpowder black (Oxalis, ptivod Cina)
e Bily &aj — Pai Mu Tan - Bila pivorika (Oxalis, ptvod Cina)
e Lapacho (Oxalis, puvod Brazilie)
¢ Honeybush (Oxalis plvod, Jihoafricka republika)
¢ Rooibos ¢erveny (Oxalis, pavod Jihoafricka republika)
¢ Rooibos zeleny (Oxalis, ptivod Jihoafricka republika)
e Guarana (EXOTIC HERBS, puvod Brazilie)

4.5.Priprava bylinnych a €ajovych extraktu

4.5.1. Vodné extrakty

Vodné extrakty byly vyuzity pro stanoveni zakladnich charakteristik, pro enkapsulaci
a pro antimikrobialni testy.

Pro stanoveni zakladnich charakteristik a pro enkapsulaci byly €aje pfipraveny dle navodu
na obalu a pfefiltrovany pfes gazu. V pfipadé bylin bylo navazeno 0,4 g bylinky a zalito
3 ml horké vody. Bylinky byly louhovany 10 min a poté Zzfiltrovany pfes gazu.

K antimikrobialnim testim byly extrakty pfipraveny navazenim 0,75 g Caje nebo byliny
a zality 10 ml vrouci vody. Po 10 min louhovani byly extrakty Zfiltrovany pfes gazu a pouzity
k testovani.

4.5.2. Ethanolové extrakty

Ethanolové extrakty byly vyuzity ke stanoveni nékterych charakteristik a k antimikrobialnim
testim.

Extrakty byly pfipraveny navazenim 1 g caje, ktery byl zalit 10 ml MeOH. Smés byla
umisténa do termostatu nastaveného na 50°C, kde byla 24 h protfepavana. Poté byla
Zfiltrovana pres gazu. Methanol byl odpafen na vakuové rotaCni odparce a odparek
rozpustén ve smési voda:ethanol 1:1,5.
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4.5.3. DMSO extrakty

DMSO extrakty byly také vyuzity ke stanoveni nékterych charakteristik a k antimikrobialnim
testum.

DMSO extrakty byly pfipraveny navazenim 1 g Caje, ten byl zalit 10 ml DMSO a ponechan
10 min extrahovat. Poté byla smés prefiltrovana prfes gazu a extrakt byl pouzivan
ke stanovenim.

4.5.4. Extrakty pro méreni katechinu

Tento typ extraktd byl pouzit pro stanoveni obsahu katechinu v ¢ajich metodou HPLC.
Extrakty byly pfipraveny zalitim 1 g ¢aje 10ml 1 M HCI, Tato smés byla ponechana
20 min ve tmé& a chladu. Po 20 min byla provedena filtrace a supernatant byl v délici barice
protfepavan s ethylacetatem. Poté byla horni organicka faze prelita do odpafovaci bariky
a spodni vodna faze znovu protfepavana s ethylacetatem. Vodna faze byla vylita a organicka
pfidana do odparovaci bariky. Extrakt byl odpafen na vakuové rotaCni odparce a odparek
rozpustén v 1 ml MeOH.

4.6. Metody pro stanoveni zakladnich charakteristik

4.6.1. Stanoveni celkovych polyfenolt

Stanoveni celkovych polyfenoll bylo provadéno za pouziti Folin-Ciocalteauova Ccinidla.
Pfi této reakci jsou fenoly oxidovany v zasaditém prostfedi, ve Folin-Ciocalteauové c&inidle
jsou pfitomny molybdenany a wolframany, které jsou redukovany na smés svych modrych
oxidd. Vzniklé modré zbarveni je umérné celkovému mnozstvi pldvodné pfitomnych
fenolickych sloucenin. Celkovy obsah polyfenoll se stanovuje pfi vinové délce 750 nm. Jako
standard je zde vyuzita kyselina gallova. Vysledky Ize tudiz interpretovat bud jako mnozstvi
celkovych polyfenold, nebo jako ekvivalent kyseliny gallové [101].

Do zkumavky je napipetovano 1 ml 10x zfedéného Folin-Ciocalteauova Cinidla, 1 ml vody
a 50 ul vzorku. Po promichani je smés ponechana 5 min stat pfi laboratorni teploté. Poté
je pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Smés je opét promichana
a ponechana stat 15 min pfi laboratorni teploté. Poté je méfena absorbance pfi 750 nm.
Pro kalibracni kfivku byla pouzita koncentracni fada kyseliny gallové. Rovnice kalibracni
kfivky je y=13679-x. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a z hodnot byly poté v MS Excel

vypocteny pramérné hodnoty. Celkovy obsah polyfenoll byl vypocitan z rovnice kalibraéni
kfivky.

4.6.2. Stanoveni celkovych flavonoidl

Metoda stanoveni celkovych flavonoidu je zaloZzena na tvorbé& komplext chloridu hlinitého
s C4 ketoskupinou a sC3 nebo C5 hydroxyskupinou flavonoidu. Vysledny roztok
ma pak oranzovou barvu. Toto zbarveni je pak méfeno spektrofotometricky a je umérné
koncentraci flavonoidd ve vzorku. Standardem pro toho stanoveni je katechin [102].

Do zkumavky je napipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml vody a 0,2 ml roztoku NaNO,, tato
smeés je ponechana 5 min stat pfi laboratorni teploté. Poté je pfidano 0,2 ml 10% roztoku
AICl;. Po 5 minutach pfi laboratorni teploté je pfidano 1,5ml 1M NaOH a 1 ml vody.
Po 15 min stani opét pfi laboratorni teploté je méfena absorbance pfi 510 nm. Pro kalibracni
kfivku byla pouzita koncentra¢ni fada katechinu. Rovnice kalibraéni kfivky je y =4,4579-x.
Kazdy vzorek byl méfen ftfikrat a z hodnot byly poté v MS Excel vypocteny prumérné
hodnoty. Celkovy obsah flavonoidl byl vypog€itan z rovnice kalibraéni kFivky.
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4.6.3. Stanoveni kofeinu pomoci HPLC

Kofein byl stanovovan ve vzorcich metodou HPLC/PDA. Vzorky ¢aju byly pfipraveny
dle navodu na obalu a 10x zfedény. Poté byly nastfikovany na kolonu pomoci davkovaci
smycCky o objemu 20 ul. Pro stanoveni byla pouzita kolona Kinetex 5 um C18 s reverzni fazi.
Stanoveni probihalo pfi 30°C s izokratickou eluci. Jako mobilni faze byla pouzita smés
voda:acetonitril 80:20, pratok byl nastaven na 600 pl/min. Detekce probihala
na PDA detektoru pfi 274 nm. Pro zji§téni koncentrace kofeinu ve vzorcich byla sestrojena
externi kalibraéni kfivka. Ta byla sestrojena promérenim kalibraéni fady kofeinu a odecétenim

ploch pikdl z jednotlivych chromatogramii. Rovnice kalibragni kiivky je y = 4,42-10° - x.

4.6.4. Stanoveni katechinti pomoci HPLC

Pro méfeni katechinl v Cajich byla provedena jejich extrakce pomoci HCI. Podrobny postup
pFipravy extraktu je popsan v odstavci 4.5.4. Pro HPLC analyzu byly extrakty 100x zfedény.
Pro stanoveni katechinG v extraktech byl zvolen stejny postup jako pfi stanoveni kofeinu
uvedeném v odstavci 4.6.3. Byla pouzita také kolona Kinetex 5 um C18 sreverzni fazi
a stejna mobilni faze. Detekce probihala pfi 280 nm. Pro zjisténi koncentrace katechinl
ve vzorcich byla sestrojena externi kalibracni kfivka. Ta byla sestrojena promérenim
kalibra¢ni fady standardid a odectenim ploch piku z jednotlivych chromatogramd. Rovnice

kalibraéni kfivky je Yy =1,74-10" - X .

4.6.5. Sanoveni theofylinu a theobrominu pomoci HPLC

Pomoci HPLC byl ve vzorcich stanoven theofylin a theobromin. Pro toto stanoveni byly
pouzity vzorky €aju, pfipravené dle navodu na obalu a pfed nastfikem 10x zfedéné. Vzorky
byly nastfikovany na kolonu Kinetex 5 um C18 sreverzni fazi pfe davkovaci smycku
o objemu 20 pl. Kolona byla umisténa v termostatu nastaveném na 30°C. Eluce byla
izokraticka a jako mobilni faze byla zvolena smés voda:acetonitril 80:20, prutok byl nastaven
na 600 ul/min. Detekce obou latek probihala na PDA detektoru pfi 274 nm. Pro zjisténi
koncentrace theofylinu a theobrominu ve vzorcich byly sestrojeny externi kalibracni kfivky.
Ty byly sestrojeny proméfenim kalibracnich fad theofylinu a theobrominu a odec¢tenim ploch
pikd z jednotlivych chromatogrami. Rovnice kalibracnich kfivek je pro theobromin

y=559-10"-x+4,35-10° a pro theofylin y =5,73-10 - X

4.6.6. Stanoveni individualnich flavonoidi pomoci HPLC

Pro stanoveni jednotlivych flavonoidd metodou HPLC/PDA byly vzorky €aju opét pfipraveny
podle navodu a na kolonu nastfikovany 10x zfedéné.

Vzorky byly nastfikovany na kolonu pomoci davkovaci smy¢ky o objemu 20 pl. Pro stanoveni
byla pouzita kolona Kinetex 5 um C18 s reverzni fazi. Teplota v termostatu byla nastavena
na 30°C a prutok byl 750ul/min, stanoveni probihalo pfi izokratické eluci. Jako mobilni faze
byla pouzita smés okyselena voda:acetonitri:methanol 50:30:20. Detekce probihala
na PDA detektoru pfi 370 nm. Jako standardy byly pouzity morin a rutin. Z méfeni
kalibra¢nich fad standard( byly sestrojeny externi kalibraéni kfivky. Ty byly sestrojeny
pomoci hodnot ploch pik( z jednotlivych chromatogram(. Rovnice kalibraénich kFivek

je pro moriny =1,03-10% - x a pro rutin y =1,54-10° - x..
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4.6.7. Stanoveni antioxidacni aktivity

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byla vyuzita metoda ABTS®'. Kalibraéni kfivka byla
sestrojena méfenim koncentraCni fady Troloxu rozpusténého v 60% EtOH. Rovnice
kalibracni kfivky je y=0,0014-x. ABTS" byl rozpustén ve vodé na koncentraci 7 mM.

Do roztoku byl pfidan K,S,0g tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 1,45 mM. Roztok
byl inkubovan nejméné 12 h ve tmé za laboratorni teploty. Pfed pouzitim byl ABTS® ziedén
EtOH na A=0,7+0,02. Poté byla ziskana Ao, k 1 ml zfedéného ABTS"" bylo pfidano 10 pl
rozpous$tédla. Poté byly proméfeny vzorky. Do zizené kyvety byl napipetovan 1 ml ABTS",
bylo pfidano 10 ul vzorku a smés byla inkubovana 10 min ve tmé. Po 10 min byla méfena
absorbance pfi 734 nm. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat. Jako body kalibracni kfivky
i do kalibraéni rovnice byly dosazovany hodnoty AA (Aos-Aig). Antioxidacni aktivita byla
vyjadfena jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu ve vzorku.

4.7.Priprava a charakterizace ¢astic

V této praci byly pfipraveny dva druhy &astic, u kterych byla sledovana jejich dlouhodoba
stabilita. Prvnim typem &astic byly lipozomy, druhym pak chitosanové Castice. Do ¢astic byly
enkapsulovany roztoky ¢aji. Ty byly pfipraveny navazenim 1,20 g €aje, ktery byl zalit 16 ml
horké vody. Poté byly extrakty ponechany 10 min louhovat a prefiltrovany pfes gazu.
Ke kazdému typu Castic byly pfipraveny pro porovnani i prazdné cCastice, u kterych extrakt
nahradila voda.

4.7.1. Priprava lipozomu

Lipozomy byly pfipraveny za pouziti ultrasonifikace. K 10 ml ¢ajového extraktu bylo pfidano
180 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu. Tato smés byla sonifikovana po dobu 1 min,
za pouziti chladici lazné.

4.7.2. Priprava chitosanovych ¢astic

Chitosanové Castice byly pfipraveny také pomoci ultrazvuku. Do 10 ml Cajového extraktu
bylo pfidano 30 mg chitosanu a 0,2 ml koncentrované kyseliny octové. Smés byla
sonifikovana 1 min a po malych davkach byly pfidavany 3 ml 0,5% tripolyfosfatu sodného.

4.7.3. Stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Pfi stanoveni enkapsulac¢ni ucinnosti bylo vyuZito stanoveni obsahu neenkapsulovanych
polyfenoll. Ke stanoveni byla pouzZita metoda v kapitole 4.6.1. Roztok ¢&astic,
byl centrifugovan 2 min pfi 14 000 otackach a laboratorni teploté. Pro stanoveni byl odebran
potfebny objem supernatantu a v ném bylo stanoveno mnozstvi polyfenolll. Porovnanim
hodnot naméfenych u vzorkl pfed enkapsulaci a po enkapsulaci a hodnot z proméfeni
prazdnych ¢astic byla vypocitana enkapsulaéni u€innost.

4.7.4. Stanoveni velikosti a stability ¢astic

Velikost ¢&astic byla stanovena metodou DLS a stabilita pomoci zeta-potencialu.
Pro stanoveni byl vyuZit pfistroj Zetasizer Nanoseries. Tento pristroj méfi Casovou zavislost
kolisani intenzity rozptyleného svétla dané Brownovym pohybem castic. Analyza intenzity
rozptyleného svétla umoznuje urcit difuzni koeficient &astic a vypocitat distribuci velikosti
Castic v daném vzorku [103].
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Stabilita Castic pomoci zeta-potencialu  byla také zjiStovana na  pfistroji
Zetasizer Nanoseries. Méfeni je zalozeno na technice ,Laser Doppler Velocimetry®, tedy
natom, jak rychle se pohybuji Castice v kapaliné za pusobeni elektrického pole.
Zeta potencidl je rozdil potencialll na pohybovém rozhrani, ktery se ustavuje pfi relativnim
pohybu tuhé faze s elektrickou dvojvrstvou viéi roztoku. Znaménko je opacné nez znaménko
iontd vn&jsi vrstvy elektrické dvojvrstvy. Cim vétsi naboj astice nese, tim je stabilngjsi [103].
Pro obé analyzy byly vzorky ¢astic vhodné zfedény a poté méfeny.

4.8.Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic

Predlozena diplomova prace zahrnuje také studium stability ¢astic, obsahujicich extrakty
vybranych €ajl, které byly pfipraveny podle postupl v kapitole 4.7.1 a 4.7.2.

V prvnim pfipadé byl roztok pfipravenych Castic 5x zfedén vodou, ve druhém pfipadé byly
Castice ponechany tak, jak byly pfipraveny a roztoky byly viozeny do plastovych zkumavek.
Ty byly uchovavany pfi 5°C. V intervalech 7 dni, mésic a 2 mésice bylo méfeno mnozstvi
uvolnénych polyfenolll. Ze zkumavek bylo vzdy odebrano potfebné mnozstvi roztoku &astic,
to bylo centrifugovano 2 min pfi 14 000 otackach/min. Poté bylo v supernatantu méfeno
dle postupu v kapitole 4.6.1 mnozstvi uvolnénych polyfenold a porovnavano s mnozstvim,
které se enkapsulovalo na pocatku. Méfeni bylo provedeno pro kazdé Castice vzdy tfikrat
a hodnoty byly poté zpramérovany.

4.9. Testovani antimikrobialni aktivity

4.9.1. Kultivace mikroorganismu

Jako testovaci modelové mikroorganismy byly zvoleny tfi kmeny bakterii. Jeden
grampozitivni — M. luteus a dva gramnegativni — E. coli a S. marcescens. Kultury byly
dlouhodobé uchovavany v podobé kfizového roztéru na agarové plotné pfi 4 °C v lednici.
Pro kultivaci vSech mikroorganisml bylo dle navodu na obalu pfipraveno vzdy médium
Nutrient Broth. Pro kultivaci bylo pfipraveno do 100ml Erlenmayerovy banky 50 ml média
a sterilizovano 50 min v tlakovém hrnci. Z divodu zachovani sterility bylo po 24 h médium
sterilovano podruhé. Po vychladnuti bylo médium zaoCkovano ze zasobni kultury.
Zaockované médium bylo inkubovano 24 h v termostatu pfi 37°C za stalého tfepani. Takto
pfipravena inokula byla pouzita pro stanoveni antimikrobialni aktivity na mikrotitracni
desti¢ce a pro zaoCkovani médii pro zkumavkovy antimikrobialni test.

4.9.2. Bujénova diluéni metoda

Tato metoda vyuzivd méfeni zakalu, diky kterému je sledovan rlst mikroorganismu
na mikrotitracni desti¢ce. Do jamky mikrotitracni destic¢ky je vzdy ke 150 ul buné&né kultury,
pfipravené dle postupu v kapitole 4.9.1, pfidano 50 ul antimikrobialni latky, extraktu, smési
extrakt(, nebo &astic. Jako blank byla pouzivana kultura s pfidavkem 50 ul vody, pfipadné
jiného rozpoustédla. Rist bakterii a absorbance byla méfena po 24 h.

4.9.3. Zkumavkovy test

V této metodé byl opét sledovan rust mikroorganismu. Pro testovani byla pfipravena série
zkumavek, které obsahovaly 5 ml sterilniho média, a které byly zaoCkovany 2 % suspenze
bunék zinokula. Do zkumavek byl soucasné také pfidan 1 ml antimikrobialni latky. Takto
pfipravené zkumavky byly inkubovany pfi 37°C po dobu 24 h. Poté byla pomoci pritokové
cytometrie zjiStovana viabilita bunék v porovnani s blankem, ktery obsahoval misto
testovaného roztoku vodu. U zjiStovani plasobeni kofeinu na bakterie bylo pro porovnani
ristu vyuzito spektrofotometrie, kdy byl zméfen zakal pfi 630 nm.
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4.10. Prutokova cytometrie

Jak jiz bylo zminéno vySe pratokova cytometrie byla vtéto praci vyuzita ke stanoveni
mnozstvi bunék a jejich viability pfi antimikrobialnich testech. Vzorek s burikami byl vhodné
zfedén a byla provedena vizualizace propidiumjodidem. Ke zfedénému roztoku bylo tedy
pfidano 5 ul/ml a roztok byl ponechan 10 min ve tmé. Poté byl vzorek umistén
do pritokového cytometru a bylo stanoveno procentualni zastoupeni zZivych bunék.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Predlozena prace je zaméfena na enkapsulaci antimikrobialnich latek a jejich smési,
sledovani dlouhodobé stability pfipravenych €astic a testovani antimikrobialni aktivity. Jako
antimikrobialni latky byly zvoleny vybrané Caje a byliny jako zastupci rostlinnych latek
a lysozym jakozto zastupce zivocisnych antimikrobialnich latek. V této kapitole jsou uvedeny
vysledky méfeni. Pouzivané Caje byly v prvé fadé charakterizovany na obsah polyfenold,
antioxidantll a nékterych dalSich latek, které mohou plsobit jako antimikrobialni
Ci antioxidacni slozky. V ramci prace byly pfipraveny lipozomy a chitosanové c¢astice.
Dale je zde tedy shrnuta efektivita enkapsulace. U pfipravenych castic byla sledovana jejich
dlouhodoba stabilita v neutralnim vodném prostfedi. V posledni ¢asti kapitoly jsou shrnuty
vysledky z antimikrobialnich testd. V praci byl sledovan antimikrobialni uc¢inek riznych typu
extraktd caju, vodnych extraktd bylin a jejich smésnych preparatd, vcetné kombinaci
s lysozymem. Antimikrobialni aktivita byla sledovana také u pfipravenych &astic.

5.1.Charakterizace ¢aju a bylin
V nasledujici ¢asti prace jsou shrnuty vysledky charakterizace vybranych ¢aja a bylin.

5.1.1. Stanoveni celkovych polyfenolu

Ve vodnych, etanolovych a DMSO extraktech ¢aji a ve vodnych extraktech bylin
byl stanoven obsah polyfenoll. Extrakty byly pfipravovany dle postupl v kapitole 4.5
a podrobny postup stanoveni polyfenolll je uveden v kapitole 4.6.1.

Tabulka 4: Obsah celkovych polyfenoll v extraktech €aju

Gaje Celkové polyfenoly [mg/g]
Vodné extrakty EtOH extrakty DMSO extrakty

Gunpowder Formosa 85,57 + 1,00 3,31+0,16 9,63 +0,16
Gunpowder Black 20,89 + 0,17 2,69 £ 0,07 3,53+ 0,08
Bila pivorika 102,19 + 0,22 3,50+ 0,18 10,62 + 0,34
Rooibos Cerveny 60,30 + 1,55 2,97 £ 0,04 6,58 + 0,63
Rooibos zeleny 90,39 + 0,50 3,32+0,13 11,14+ 0,13
Lapacho 26,82+ 0,44 2,50+ 0,21 2,59 £ 0,09
Honeybush 16,90 + 0,39 2,60+ 0,16 2,39+ 0,52
Guarana 83,13+ 0,00 2,74+ 0,10 8,26 + 0,25

Tabulka 5: Obsah celkovych polyfenoll v extraktech bylin

Byliny Celkové polyfenoly [mg/g]
Hrebicek 18,51+ 0,72
Jitrocel 10,98 + 0,29
Rakytnik 6,41 +£ 0,02
Skofice 4,69 + 0,09
Kopfiva 3,43 £ 0,05
Hefmanek 3,85+ 0,06
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Obsah polyfenolu v extraktech ¢aju a bylinek jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5. Nejvétsi obsah
polyfenoll byl v pfipadé vodnych extraktl ¢aju zaznamenan u bilého ¢aje, nejmensi
pak u €aje honeybush. V etanolovych extraktech bylo nejvice polyfenolu také u bilého Eaje,
nejméné u caje lapacho. V DMSO extraktech bylo naméreno nejvice polyfenoll u zeleného
rooibosu a nejméné u Caje honeybush. V pfipadé bylinek obsahoval nejvice polyfenolu
polyfenolll se témér shoduji i dle typl extraktd s vyjimkou etanolového extraktu cCaje
honeybush. Tento extrakt se ale mnozstvim polyfenoll li§i jen nepatrné od etanolového
extraktu lapacha, ktery obsahoval nejméné polyfenoll v ramci etanolovych typl extrakta.

Radové rozdily mezi vodnymi a etanolovymi a DMSO extrakty jsou dobfe patrné v grafu 1.
V grafech 1 a 2 jsou také dobfe viditelné rozdily v obsahu polyfenoll u jednotlivych &aju
a bylin. Z hlediska mnozstvi uvolnénych polyfenold pfi extrakci jsou pro vyuziti nejlepsi
vodné extrakty.
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Graf 1: Obsah celkovych polyfenol( v extraktech Caju
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Graf 2: Obsah celkovych polyfenoli v extraktech bylin

5.1.2. Stanoveni celkovych flavonoidl

Dale byl sledovan obsah flavonoidll ve vodnych extraktech &aju a bylin, ty byly pfipraveny
dle postupll v kapitole 4.5. Postup stanoveni celkovych flavonoidu je uveden v kapitole 4.6.2.
Koncentrace flavonoidd ve vodnych extraktech €aju a bylin jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6: Obsah celkovych flavonoidd Tabulka 7: Obsah celkovych flavonoidd
ve vodnych extraktech €aju ve vodnych extraktech bylin
Caje Ce!kové Byliny Ce!kové
flavonoidy [mg/g] flavonoidy [mg/g]
Gunpowder Formosa 6,12 + 0,31 Hrebicek 1,89 + 0,07
Gunpowder Black 0,32 +0,24 Jitrocel 0,62 £ 0,06
Bila pivorika 4,87 £ 0,09 Rakytnik 0,42 £ 0,02
Rooibos ¢erveny 12,05 + 0,42 Skofice 2,35+ 0,01
Rooibos zeleny 18,56 + 0,03 Kopfiva 0,55 + 0,06
Lapacho 3,99 + 0,08 Hefmanek 1,12 £ 0,01
Honeybush 0,96 + 0,03
Guarana 36,74 £ 0,20

Nejvice flavonoidl obsahovala v pfipadé €aju guarana, nejméné pak Cerny Caj. Z bylinek
meéla nejvice flavonoidli skofice a nejméné obsahoval rakytnik. V pfipadé guarany
predstavuji flavonoidy 44 % polyfenoll, u ¢erného Caje jsou to jen 2 %. U skofice tvofi
flavonoidy 50 % celkovych polyfenold a u rakytniku to je pouze 7 %. Rozdily v obsahu
flavonoidt mezi jednotlivymi €aji a bylinkami jsou pak zobrazeny i v grafech 3 a 4.
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Graf 4: Obsah celkovych flavonoid( ve vodnych extraktech bylin

5.1.3. HPLC stanoveni kofeinu, theobrominu a theofylinu

V ramci charakterizace byl také v €ajich stanoven obsah kofeinu, theobrominu a theofylinu.
K tomuto stanoveni byla vyuzita metoda HPLC. Tyto tfi latky byly stanovovany ve vodnych
roztocich, jejichz pfiprava je popsana v kapitole 4.5.1. Postup stanoveni je uveden
v kapitolach 4.6.3 a 4.6.5.
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Tabulka 8: Obsah kofeinu, theobrominu a theofylinu v &ajich

Gaje Obsah [mg/g]
Kofein Theobromin Theofylin

Gunpowder Formosa 24,21 120,08 0,83
Gunpowder Black 15,70 7,74 0,84
Bila pivorika 16,92 0,00 0,56
Rooibos ¢erveny 1,01 31,29 1,64
Rooibos zeleny 1,83 22,42 0,69
Lapacho 0,87 7,23 0,17
Honeybush 0,45 3,46 0,40
Guarana 27,49 5,98 0,21

Obsah kofeinu, theobrominu a theofylinu v jednotlivych &ajich je uveden v tabulce 8. Vzorky
byly méfeny 2x, v tabulkach je uvedena primérna hodnota ze dvou méfeni. Nejméné kofeinu
bylo obsazeno v €aji honeybush, lapacho a v obou &ajich rooibos. Tyto Caje se vyznacu;ji
tim, Zze kofein neobsahuji, jeho minimalni pfitomné mnozstvi mize byt zplsobenou
odchylkami méfeni. Nejvice kofeinu obsahovala guarana. V pfipadé theobrominu byl jeho
nejvétsi obsah v zeleném &aji. Zadny theobromin nebyl detekovan v bilém &aji. Cerveny
rooibos byl nejbohatS§i na obsah theofylinu a nejméné ho bylo obsazeno v lapacho ¢aiji.
Rozdily mezi obsahem theofylinu v jednotlivych ¢ajich nejsou tak znaéné jako
napr. u kofeinu. V grafu 5 bylo nutné vynést theofylin na vedlej$i osu vzhledem k tomu,
ze jeho koncentrace se v Cajich o fad, pfipadné az o dva liSi od koncentrace u kofeinu
a u nékterych €ajl i od koncentrace theobrominu.
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Graf 5: Obsah kofeinu, teobrominu a teofylinu v ¢ajich
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5.1.4. HPLC stanoveni katechinu

Dale byl v €ajich stanoven obsah katechinu. Prfiprava extrakt( ¢ajl pro méfeni katechinu
je popsana v kapitole 4.5.4. Podrobny postup stanoveni katechinu metodou HPLC je popsan
v kapitole 4.6.4.

Tabulka 9: Obsah katechinu v extraktech ¢aju

Caje Obsah [mg/g]
Gunpowder Formosa 0,11
Gunpowder Black 0,05
Bila pivorika 0,11
Rooibos ¢erveny 0,12
Rooibos zeleny 0,11
Lapacho 0,04
Honeybush 0,00
Guarana 0,13

Obsah katechinu je uveden v tabulce 9, vzorky byly méfeny 2x, v tabulkach je uvedena
primérna hodnota ze dvou méfeni. Jak je patrné i z grafu 6, obsah katechinu v jednotlivych
Cajich se pfrilis neliSi. Nejvice katechinu je obsaZeno v extraktu z guarany. V extraktu
z honeybush ¢aje nebyl detekovan zadny katechin, minimalni obsah pak byl u ¢aje lapacho
a Cerného Caje.
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Graf 6: Obsah katechinu v &ajich

5.1.5. HPLC stanoveni individualnich flavonoidt

Metoda HPLC byla vyuzita také ke stanoveni obsahu dvou flavonoidd — morinu a rutinu.
Flavonoidy byly stanoveny ve vodnych roztocich €ajl, pfipravenych dle postupu v kapitole
4.5.1. Postup stanoveni je popsan v kapitole 4.6.6.
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Tabulka 10: Obsah morinu a rutinu v ¢ajich

. Obsah [mg/g]

Caje Morin Rutin
Gunpowder Formosa 0,027 32,11
Gunpowder Black 0,004 46,24
Bila pivorika 0,030 10,03
Rooibos ¢erveny 0,035 16,98
Rooibos zeleny 0,013 6,77
Lapacho 0,011 28,39
Honeybush 0,018 19,05
Guarana 0,004 5,12

Obsah dvou vybranych flavonoidu ve vodnych extraktech ¢ajl je shrnut v tabulce 10. Vzorky
byly méFeny 2x, v tabulkach je uvedena primérna hodnota ze dvou méfeni. Radové
se obsah morinu a rutinu zna¢né liSi. Pro pfehlednost a lepsi viditelnost rozdild meazi
jednotlivymi €aji jsou hodnoty koncentrace vyneseny pro morin v grafu 7 a pro rutin v grafu 8.
Nejvice morinu bylo obsazeno v erveném rooibosu, nejméné pak v ¢erném Caji a guarané.
Nejvétsi obsah rutinu mél Cerny €aj a nejméné ho bylo detekovano v guarané.
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Graf 7: Obsah morinu v ¢ajich
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Graf 8: Obsah rutinu v ¢ajich

5.1.6. Stanoveni antioxidacni aktivity

V ramci charakterizace bylo poslednim bodem stanoveni antioxidaéni aktivity. Antioxidacni
aktivita byla stanovena ve tfech typech extrakt(i ¢aju a ve vodnych extraktech bylin. Pfiprava
extraktl je uvedena v kapitole 4.5. Antioxidacni aktivita byla stanovena metodou vyuZivajici
ABTS, jejiz postup je uveden v kapitole 4.6.7.

Tabulka 11: Antioxida¢ni aktivita extrakta ¢ajl

Gaje Antioxida¢ni aktivita [mg/g]
Vodné extrakty EtOH extrakty DMSO extrakty

Gunpowder Formosa 2,47 + 0,00 7,00 + 0,02 1,37+ 0,00
Gunpowder Black 2,46 £ 0,00 6,87 £ 0,05 1,41 + 0,06
Bila pivorika 2,46 + 0,00 6,53 + 0,01 1,36 + 0,01
Rooibos ¢erveny 2,41+ 0,00 6,94 + 0,05 1,25+ 0,02
Rooibos zeleny 2,46 + 0,00 6,96 + 0,00 0,81 + 0,04
Lapacho 2,44 + 0,01 4,50 + 0,03 1,31+0,04
Honeybush 2,45 + 0,00 6,60 + 0,04 1,35+ 0,04
Guarana 2,41+ 0,01 6,85 + 0,02 1,41+ 0,02
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Tabulka 12: Antioxidacni aktivita bylin

Byliny Antioxidacni aktivita
[mg/g]
Hrebicek 2,41 +0,01
Jitrocel 2,24 + 0,04
Rakytnik 2,53+ 0,05
Skofice 2,41 £ 0,00
Kopfiva 1,74 + 0,06
Hefmanek 2,51 +0,02

Antioxida¢ni aktivita extrakt( €aju je uvedena v tabulce 11, antioxida¢ni aktivita vybranych
bylinek vtabulce 12. Z vodnych extraktll ¢aji meél nejvétsi antioxidacni aktivitu zeleny
¢aj, nejmensi pak Cerveny rooibos, pficemz hodnoty u jednotlivych €ajli se zasadné nelisi.
V pfipadé extrakce Caju do etanolu mél poté nejvétsi antioxidaCni aktivitu také extrakt
ze zeleného ¢&aje a nejmensi hodnota byla naméfena u extraktu z ¢aje lapacho.
U DMSO extraktll byla antioxidacni aktivita v porovnani s vodnymi a etanolovymi extrakty

bylin mél nejvétsi antioxidaéni aktivitu hefmanek a nejmensi kopfiva. V grafu 10 jsou opét
dobfe vidét rozdily v antioxidacni aktivitté mezi jednotlivymi bylinkami. Vzhledem k tomu,
ze Caje ani bylinky s nejvysSi antioxidacni aktivitou neodpovidaji tém, které obsahovaly
nejvice polyfenold a flavonoid(, Ize usuzovat, ze byly ve vzorcich obsazeny i jiné latky, které
mohou pUsobit antioxidaéné.
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Graf 9: Antioxidacni aktivita extraktd Caju
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5.2.Charakterizace ¢astic

Jak do lipozomu tak do chitosanovych €astic byly enkapsulovany vodné roztoky €aja. Ty byly
pfipraveny zalitim 1,2g c&aje 16 ml horké vody a ponechany 10 min louhovat.
Z 10 ml extraktu pak byl pfipraven roztok Castic dle postupl v kapitolach 4.7.1 a 4.7.2.
K obéma typlim c¢astic byly pro srovnani pfipraveny i Castice bez enkapsulovaného Caje,
kdy extrakt byl nahrazen vodou. U vSech Castic byla zjiSténa efektivita enkapsulace, jejich
stabilita v podobé zeta-potencialu a velikost. Také byla stanovena jejich antioxidaéni aktivita.
Vysledky charakterizace ¢astic jsou uvedeny v této kapitole.

5.2.1. Enkapsulaéni u¢innost ¢astic
U v8ech pfipravenych Castic byla zjiSténa efektivita enkapsulace. Bylo postupovano podle
metody popsané v kapitole 4.7.3. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v grafu 11.

V pfipadé lipozom( se enkapsulaéni ucinnosti polyfenoll u jednotlivych €aju zasadné nelisily
a dosahovaly hodnot do 37 %. U chitosanovych ¢&astic byly rozdily mezi mnozZstvim
enkapsulovanych polyfenold markantnéjsi, nevy$si mnozstvi bylo 70 % a ostatni hodnoty
nepfesahly 33 %. Z grafu 11 je také dobfe patrné, Ze u lipozom( byla ve vétSiné pfipadu
enkapsulaéni ucinnost vySsi nez u chitosanovych &astic. Do lipozomU se enkapsulovalo
nejvice polyfenold z extraktu z Caje lapacho, nejméné pak zextraktu guarany.
Do chitosanovych ¢astic bylo enkapsulovano nejvice polyfenoll u extraktu z ¢erného Caje,
v pfipadé zeleného rooibosu byla enkapsulaéni G¢innost nulova. Vzorky byly
meéfeny 2X, v tabulkach je uvedena primérna hodnota ze dvou mérfeni. VysSi enkapsulaéni
ucinnosti by se dalo zfejmé dosahnout snizenim koncentrace €aju, které mohou obsahovat
latky destabilizujici Castice.
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Graf 11: Enkapsulaéni uc¢innost ¢astic

5.2.2. Velikost a stabilita ¢astic

KliCové parametry pro stanoveni fyzikalni stability ¢astic jsou velikost Eastic a distribuce
velikosti ¢astic. Pro stanoveni velikosti ¢astic byla v této praci vyuzita metoda DLS, ktera
je v tomto sméru nejbéznéjsi pouzivanou technikou.

K méfeni byl v praci pouzit koloidni analyzator ZetaSizer Nano ZS, ktery po promérfeni
roztok( €astic vyhodnotil primeérné velikosti ¢astic a jejich velikostni distribuce. Za pouziti
nastavce s elektrodou byl zméfen rovnéz zeta potencidl. Z hodnot zeta potencialu
jednotlivych ¢astic byla odhadnuta jejich stabilita, pro kterou plati obecné pravidlo,
kdy absolutni hodnota ZP nad 60 mV odpovida vynikajici stabilité Castic, 30 mV znadi,
Ze Castice maji dobrou stabilitu, pfi 20 mV jsou Castice jesté relativné stabilni a hodnoty
mensi nez 5 mV znaci, Ze ¢astice budou rychle agregovat a budou nestabilni.

Tabulka 13: Velikost a stabilita ¢astic

Lipozomy Chitosanové &astice
. J zeta . J zeta

& velikost - & velikost c,

(] potencial (] potencial
[mV] [mV]
Gunpowder Formosa 328,2 -38,5 2953,5 22,9
Gunpowder Black 262.3 -35,5 23440 20,3
Bila pivorika 249,2 -47,0 2715,0 22,6
Rooibos Cerveny 423,7 -38,5 3424,0 19,2
Rooibos zeleny 319,2 -36,7 333,3 39,4
Lapacho 222,0 -37,4 2461,5 26,2
Honeybush 294,1 -37,5 1989,0 29,4
Guarana 337,2 -36,1 3358,0 7,5
Prazdné 187,0 -43,5 455,8 30,3
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V tabulce 13 jsou shrnuty vysledky z méfeni metodou DLS, tedy primeérné velikosti ¢astic
a jejich zeta-potencial. Uvedené hodnoty jsou primérem ze dvou méfeni. V pfipadé
lipozomu se primérna velikost ¢astic pohybovala v rozmezi zhruba 200 — 400 nm. Nejvétsi
byly lipozomy vytvofené z extraktu C&erveného rooibosu a nejmensi naopak lipozomy
Z extraktu lapacha.

Primérna velikost chitosanovych €astic se pohybovala s vyjimkou €astic z extraktu zeleného
rooibosu v rozmezi cca 2000 — 3 500 nm. Nejvétsi velikost mély také Castice s Cervenym
rooibosem tak jako u lipozomd, nejmensSi byly ty, které obsahovaly extrakt ze zeleného
rooibosu. Velikosti lipozomu byly tedy o fad mensi nez velikosti chitosanovych ¢astic.

Podle hodnot zeta-potencialu Ize konstatovat, Zze vSechny lipozomy byly stabilni a primérna
hodnota zeta-potencialu byla -39 mV. U chitosanovych d&astic je stabilita nizsi, tudiz
je pravdépodobné, Zze u nich bude dochazet k CastéjSi agregaci. Vzhledem k primérné
hodnoté zeta-potencialu 24,2 mV budou ale chitosanové Castice jesté relativné stabilni.
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Graf 12: Ukazka distribuce velikosti vybranych lipozomd
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Graf 13: Ukazka distribuce velikosti vybranych chitosanovych &astic

5.2.3. Antioxidacni aktivita ¢astic

U Cerstvé pfipravenych &astic byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 4.6.7
také antioxidaéni aktivita. Antioxidacni aktivita byla stanovena pro roztok Castic, dale byla
Cast Castic centrifugovana 2 min pfi 14 000 otaCkach a v supernatantu pak byla stanovena
antioxida¢ni aktivita. StoCené Castice byly také rozsuspendovany v odpovidajicim mnozstvi
vody a vtomto roztoku byla také stanovena antioxidaéni aktivita. Vysledky z této Casti

méreni jsou shrnuty v tabulce 14.

Tabulka 14: Antioxidadni aktivita ¢astic

Antioxida¢ni aktivita [mg/g]

LIPOZOMY Roztok &astic Supernatant Castice v H,0O
Gunpowder Formosa 9,85+ 0,02 548+ 0,01 10,11 + 0,00
Gunpowder Black 9,83 + 0,08 5,48 £ 0,05 8,34+ 0,21
Bila pivorika 9,95+ 0,01 5,48 + 0,02 10,11+ 0,01
Rooibos ¢erveny 9,79 £ 0,09 5,46 £ 0,00 6,60 + 0,07
Rooibos zeleny 9,71 £ 0,13 5,44 + 0,02 10,05 £ 0,04
Lapacho 8,30+ 0,19 3,87+0,34 5,36 + 0,19
Honeybush 9,83 + 0,07 5,25+ 0,15 5,50+ 0,10
Guarana 9,44 + 0,03 5,18 + 0,09 9,98 + 0,00
CHITOSANOVE Roztok ¢astic Supernatant Castice v H,O
Gunpowder Formosa 11,82 + 0,02 12,87 + 0,01 12,20 + 0,00
Gunpowder Black 11,69 + 0,04 12,88 + 0,02 9,78 £ 0,20
Bila pivorika 11,80 +£ 0,04 12,83+ 0,01 12,25+ 0,01
Rooibos ¢erveny 11,70 £ 0,01 12,81 £ 0,01 9,84 + 0,41
Rooibos zeleny 11,83+ 0,01 12,82 + 0,02 11,90 £ 0,09
Lapacho 9,34 + 0,20 9,50 + 0,02 7,04+ 0,10
Honeybush 11,24 + 0,03 11,50 + 0,08 7,62+0,14
Guarana 11,22 + 0,01 12,43 + 0,06 11,77 + 0,05
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Antioxidacni aktivita jak Castic v roztoku, tak supernatantu i rozsuspendovanych ¢astic
se oproti vodnym extrakt( €ajli znacéné zvysila. Antioxidacni aktivita lipozomu v roztoku
se zvySila oproti vodnym extraktim ¢ajd0 v prdméru 4x, u supernatantu to bylo
2x a u lipozoml rozsuspendovanych ve vodé se antioxidacni aktivita zvysila 3x. V pfipadé
chitosanovych ¢astic se antioxidacni aktivita v porovnani s vodnymi extrakty &ajl zvySila
v priméru 5x, u supernatantu to bylo také 5x a u €astic rozsuspendovanych ve vodé bylo
navyseni 4-nasobné.

Nejvy$Si antioxidacni aktivitu mély u lipozomu ve vSech tfech pfipadech (&astice v roztoku,
supernatant, rozsuspendované Castice) Castice s extraktem z bilé pivoriky, stejnou hodnotu
u supernatantu mély ¢astice s extraktem z ¢erného €aje. Nejmensi antioxidaéni aktivitu mély
opét ve vSech pfipadech lipozomy s extraktem z lapacha.

U chitosanovych Castic se Castice s nejvyssi antioxidacni aktivitou liSily. U roztoku &astic
to byly C&astice sextraktem ze zeleného rooibosu. V pfipadé supernatantu Castice
s extraktem z erného Caje a u Castic ve vodé pak mély nejvétsi antioxidacni aktivitu ¢astice
s extraktem z bilého Caje. Nejmensi antioxidacni aktivitu mély pro vSechny ftfi typy vzorku
stejné jako u lipozoma Castice s extraktem z lapacha.

5.3.Dlouhodoba stabilita ¢astic

U pfipravenych Castic byla sledovana dlouhodoba stabilita ve vodném prostifedi. Stabilita
byla sledovana u roztoku pfipravenych ¢astic bez uprav a rovnéz u C&astic, které byly
5x zfedény destilovanou vodou. Ve stanovenych intervalech bylo sledovano mnozstvi
uvolnénych polyfenolll. Podrobny postup sledovani dlouhodobé stability je popsan
v kapitole 4.8.

5.3.1. Lipozomy
Mnozstvi uvolnénych polyfenol(l v ridznych &asovych intervalech v porovnani s Cerstvymi
lipozomy je uvedeno v tabulce 15.

Tabulka 15: Dlouhodoba stabilita - procento uvolnénych polyfenoll z lipozom

NEZREDENE Tyden Mésic 2 mésice
Gunpowder Formosa 117,6 % -108,9 % 102,5 %
Gunpowder Black -14,7 % 107,7 % 61,2 %
Bila pivorika 104,8 % 88,0 % 84,2 %
Rooibos ¢erveny 67,4 % 62,3 % 32,1 %
Rooibos zeleny 100,8 % 55,8 % 109,0 %
Lapacho 117,9% 106,2 % 105,8 %
Honeybush 1111 % 69,6 % 91,5 %
Guarana 120,6 % -55,0 % -108,2 %

ZREDENE Tyden Mésic 2 mésice
Gunpowder Formosa 1151 % 20,7 % -13,8 %
Gunpowder Black 108,6 % -11,3% 3,3%
Bila pivorika 103,7 % -28,8 % -30,4 %
Rooibos Cerveny 105,8 % 11,2 % 0,6 %
Rooibos zeleny 107,0 % 26,6 % 15,4 %
Lapacho 47,8 % 19,9 % 17,1 %
Honeybush 18,9 % -10,1 % -7,0 %
Guarana 120,3 % -12,4 % 10,1 %
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V pfipadé lipozomG v plvodnim roztoku se u vétSiny ¢astic po tydnu uvolnilo veskeré
mnozstvi polyfenoll, které se do nich enkapsulovalo. U lipozomU s extraktem z ¢erného Caje
se naopak jako u jedinych neuvolnilo po tydnu zadné mnozstvi polyfenoll. Zaporna hodnota
zde znaci degradaci volnych polyfenoll v supernatantu. Jedinymi ¢asticemi kde se po tydnu
polyfenoly uvolnily jen aste¢né, jsou Castice s extraktem z ¢erveného rooibosu.

Po mésici je patrné u vSech lipozomu az na Castice s extraktem z Cerného Caje pokles
mnozstvi uvolnénych polyfenoll, coz znadi jejich degradaci. U lipozomU s ¢ernym &ajem
doslo po mésici k uvolnéni veskerych polyfenold.

Po dvou mésicich je z tabulky opét patrna dal$i degradace uvolnénych polyfenold.

U zfedéného roztoku lipozoml bylo opét téméf u vSech lipozom( uvolnéno jiz po tydnu
veSkeré mnozstvi polyfenold. U lipozomQ s extrakty zlapacha a honeybushe doslo
k uvolnéni pouze malého mnozstvi polyfenolid. Po mésici i dvou je z tabulky opét patrna
degradace uvolnénych polyfenold.

5.3.2. Chitosanové ¢astice
Mnozstvi uvolnénych polyfenol(l v riznych &asovych intervalech v porovnani s Cerstvymi
chitosanovymi ¢asticemi je uvedeno v tabulce 16.

Tabulka 16: Dlouhodoba stabilita - procento uvolnénych polyfenolu z chitosanovych ¢astic

NEZREDENE Tyden Mésic 2 mésice
Gunpowder Formosa -83,9% -77,8% 41,8%
Gunpowder Black 22,5% 17,6% 20,2%
Bila pivorika 108,0% 115,3% 118,7%
Rooibos ¢erveny 0,0% 0,0% 0,0%
Rooibos zeleny 4,7% 10,0% 50,1%
Lapacho -81,1% -115,8% -107,0%
Honeybush -103,9% -99,5% -92,4%
Guarana -107,7% -108,5% 107,6%

ZREDENE Tyden Mésic 2 mésice
Gunpowder Formosa 23,2% 39,3% 40,8%
Gunpowder Black 0,4% 0, 7% 13,4%
Bila pivorika 115,3% 116,0% 117,7%
Rooibos Cerveny 0,0% 0,0% 0,0%
Rooibos zeleny 21,1% 26,1% 27,8%
Lapacho -40,4% -25,7% -23,6%
Honeybush -30,6% -36,9% -33,8%
Guarana 109,3% 102,3% 113,5%

U chitosanovych ¢astic v puvodnim roztoku doSlo po tydnu k uvolnéni veSkerych
enkapsulovanych polyfenolt jen u C&astic s extraktem z bilého Caje. Degradace volnych
polyfenolll v roztoku a zadné uvolnéni enkapsulovanych polyfenold probéhlo u ¢&astic
se zelenym cCajem, lapachem, honeybushem a guaranou. V pfipadé CcCastic s extraktem
z Cerveného rooibosu nedoslo k uvolnéni ani degradaci polyfenold po celou dobu sledovani
stability.

Po mésici i dvou se zvysilo procento uvolnénych polyfenoll pouze u &astic se zelenym
rooibosem. U Castic s extraktem z bilého Caje je mozné, Ze uvolnéné polyfenoly zlstaly
po mésici i dvou vroztoku nezménény, rozdily v procentech mohou byt zplUsobeny
odchylkami pfi méfeni. U ostatnich ¢astic byla detekovana opét pouze degradace volnych
polyfenold.
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Po dvoumésiénim sledovani stability chitosanovych &astic bylo zjisténo, Ze doslo k uvolnéni
vesSkerych polyfenoll z ¢astic s guaranou a ¢asti polyfenolll z ¢astic se zelenym ¢ajem.
Sledovanim stability zfedéného roztoku castic bylo po tydnu zjisténo uvolnéni casti
enkapsulovanych polyfenoll u ¢astic se zelenym Cajem a zelenym rooibosem. Z &astic, které
obsahovaly ¢erny €aj, se uvolnilo pouze nepatrné mnozstvi polyfenold, které se jen o malé
procento postupné zvySovalo. U €astic s ¢ervenym rooibosem nedoslo tak jako u ptvodniho
roztoku ani k degradaci volnych ani k uvolnéni enkapsulovanych polyfenoll, a to po celou
dobu sledovani stability. Po mésici a dvou se navysilo procento uvolnénych polyfenold
u Castic se zelenym C€ajem a nepatrné se zvySovalo i procento u &astic s extraktem
ze zeleného rooibosu. U ostatnich ¢astic je vétSinou patrna degradace neenkapsulovanych
i uvolnénych polyfenoll. Pouze u Castic s extrakty z bilého ¢aje a guarany se jiz po tydnu
uvolnilo vesSkeré mnozstvi enkapsulovanych polyfenoll, které zuUstalo nadale témér
nezmeéneéno.

5.4. Testy antimikrobialni aktivity

Znacnou Cast experimentalni ¢asti této prace tvofilo testovani antimikrobialni aktivity. Byly
vyuzity dva typy testl — diluéni bujonova metoda s pouZzitim mikrotitraCnich desti¢ek, u které
byl sledovan zakal, ktery byl méfen pomoci ELISA readeru a zkumavkovy test, u kterého
byl sledovan riist bunék v médiu s pfidavkem antimikrobialni latky ve zkumavce a poté byla
stanovovana viabilita s pouzitim pratokové cytometrie.

Antimikrobialni ucinek byl sledovan vuéi tfem druhim bakterii. Pro zakladni testovani
byl vyuzit G+ kmen - Micrococcus luteus a G- kmen - Serratia marcescens.
Poté byl u vybranych preparatl sledovan jejich u€inek na dal$im G- kmeni — Escherichie coli.

5.4.1. Bujénova diluéni metoda

V pripadé této metody je hodnocen zakal Ci sediment, ktery vyjadfuje rlist mikroorganismu
po inkubaci vtekutém médiu. Je zde sledovan antimikrobialni uc€inek preparatd
na mikroorganismy ve stacionarni fazi rustu. Podrobny postup téchto testll je popsan
v kapitole 4.9.2. Na obrazku 20 je zobrazen pfiklad testu antimikrobialni aktivity
na mikrotitracnich destickach.

Pomoci tohoto testu byla stanovena antimikrobialni aktivita extraktl €aju a bylin, aktivita
smesi Cisté rostlinnych preparatt, smési rostlinnych a zivo€iSnych antimikrobialnich vzorku.
Dale byla sledovana antimikrobialni aktivita rostlinnych preparatd s pfidavkem antibiotika
a antimikrobialni aktivita pfipravenych &astic.

Tabulka 17 shrnuje antimikrobialni uc€inek vodnych extraktd €aju a bylin, a ethanolovych
a DMSO extraktt ¢aju. Priprava extraktd, které byly testovany je uvedena v kapitole 4.5.

Z vodnych extraktd ¢aju mél stfedni antimikrobialni ucinek bily ¢aj, a to na kmen Escherichia
coli (dale EC). Ostatni vodné extrakty mély bud nizky antimikrobialni uc€inek, nebo na
bakterie nepusobily inhibicné. U ethanolovych extraktl €aji jiz byl antimikrobialni G&inek
vysSi.

Nejvyraznéji pak na kmen Serratia marcescens (dale SM) pusobily bily ¢aj a guarana.
Kmen SM byl proti antimikrobidlnimu pasobeni ethanolovych extraktd odolnégjsi.
Nejvyraznéjsi antimikrobialni aktivitu vykazovaly DMSO extrakty €aju, pfi¢emz velmi dobrymi
antimikrobialnimi vlastnosti disponovaly Cerny Caj, honeybush a guarana, a to pfi pouziti
kmene Micrococcus luteus (déle ML). Jedina guarana neméla u kmene SM Zadny
antimikrobialni efekt. Z vodnych extraktl bylinek mély vyraznou antimikrobialni aktivitu
kopfiva a rakytnik.
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Tabulka 17: Antimikrobialni G€inek extrakt( ¢aju a bylin

Obréazek 20: Ukazka testu antimikrobialni aktivity na mikrotitracnich destickach

VODNE EXTRAKTY SM ML EC |DMSO EXTRAKTY SM ML EC
Gunpowder Formosa + - + | Gunpowder Formosa ++ ++ N

Gunpowder Black + - - | Gunpowder Black ++ +++ N

Bila pivorika - - ++ | Bila pivorika + + N

Rooibos &erveny - - - Rooibos ¢erveny ++ ++ N

Rooibos zeleny - - - Rooibos zeleny ++ ++ N

Lapacho - - + |Lapacho ++ ++ N

Honeybush + - + | Honeybush ++ +++ N

Guarana - - + |Guarana - +++ N

EtOH EXTRAKTY SM ML EC |BYLINKY SM ML EC
Gunpowder Formosa - - N | Hfebiek + - -

Gunpowder Black + ++ N |Jitrocel - - +

Bila pivorika +++ - N |[Rakytnik ++ - -

Rooibos ¢erveny + - N | Skofice N N -

Rooibos zeleny ++ + N [Kopfiva ++ +++ -

Lapacho + + N |Hefmanek N N -

Honeybush ++ ++ N

Guarana +++ + N

Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 az 90%,
Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus

(-) 90-100%, (N) - netestovano, (SM) -

(EC) - Escherichia coli
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Tabulka 18: Antimikrobialni U¢inek extrakt( ¢aji s pfidavkem lysozymu

VODNE EXTRAKTY SM ML EC

Gunpowder Formosa + -

+

Gunpowder Black +++
Bila pivorika - +
Rooibos ¢erveny
Rooibos zeleny
Lapacho
Honeybush
Guarana - -
Bakterie + lysozym - -
EtOH EXTRAKTY SM ML

Gunpowder Formosa - -

Gunpowder Black + ++
Bila pivorika - -

Rooibos Cerveny - -

Rooibos zeleny - -

Lapacho - -

Honeybush - -

Guarana +++ | +++ N
Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 az 90%,
(-) 90-100%, (N) — netestovano, (SM) - Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus
(EC) - Escherichia coli

V tabulce 18 je shrnuto antimikrobialni plsobeni vodnych a ethanolovych extrakti cajl
s pfidavkem lysozymu v poméru C¢aj:lysozym 1:1. Zakladni roztok lysozymu, ktery
byl pfidavan k extraktim ¢&aju, meél koncentraci 1 mg/ml. V tabulce je také uveden
samostatny antimikrobialni u€inek tohoto roztoku. Preparaty s pfidavkem lysozymu byly
testovany na kmenech SM a ML. U vodnych extrakt( doslo oproti etanolovym k ¢ast&jSimu
zvySeni antimikrobialniho ucinku v porovnani s u€inkem samotného lysozymu. Slabé zvySeni
bylo pozorovano u kmene SM, nejvyraznéji pak antimikrobialni ucinek zvysil Cerny ¢aj
u kmene ML. V pfipadé ethanolovych extrakt( doSlo k vyraznému navySeni antimikrobialni
aktivity ve srovnani se samotnym lysozymem u guarany pro oba kmeny.

Vzhledem ktomu, ze lysozym ma antimikrobialni UCinek prfedevSim proti G+ bakteriim,
pfidanim dalSi antimikrobialni latky, pUsobici proti G- bakterii, by mohl vzniknout
komplexnéjsi preparat s SirSim spektrem ucinku.

+ |+ |+ |+

Z1Z2\Z222\2|12|1Z2|Z2

m
@]

Z2|1Z2\1Z22|2\2|2

Pro srovnani byly provedeny i experimenty testujici uc€inek pfirodnich antimikrobialnich latek
a vybranych druht antibiotik.

Tabulka €. 19 shrnuje antimikrobialni G€inek vodnych extraktd €aji s pfidavkem antibiotika
v poméru 1:1. Vzhledem Kk vzrastajici rezistenci mnoha kmen( bakterii k antibiotikim
by pfidavek dalsi antimikrobialni latky v podobé extraktu ¢aje mohl tomuto jevu zabranit,
popfipadé zvysit ucinnost antibiotika nebo rozsifit jeho spektrum. V tabulce 19 jsou uvedeny
také samostatné antimikrobialni ucinky antibiotik na bakterie.
Samotna antibiotika méla vysoky antimikrobialni ucinek, ktery u velké €asti preparati s Caji
zustal zachovan i pfes to, Ze ve smési byla poloviéni koncentrace antibiotika.
Cervené jsou vtabulce 19 zvyraznény smésné preparaty s vysokym antimikrobialnim
ucinkem.
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Tabulka 19: Antimikrobialni U¢inek vodnych extraktl ¢aju s pfidavkem antibiotika

AMPICILIN SM ML EC
Gunpowder Formosa ++ +++ N
Gunpowder Black +++ | +++ N
Bila pivonka ++ ++ N
Rooibos ¢erveny ++ - N
Rooibos zeleny ++ ++ N
Lapacho 444 T+ N
Honeybush o+ | N
Guarana e+ |+t N
Bakterie + ampicilin +++ | +++ N
STREPTOMYCIN SM ML EC
Gunpowder Formosa +++ | +++ N
Gunpowder Black +++ ++ N
Bila pivorika +++ + N
Rooibos Cerveny ++ ++ N
Rooibos zeleny +H+ |+ N
Lapacho ++ + N
Honeybush 4+ ++ N
Guarana +4+ ++ N
Bakterie + streptomycin +++ ++ N

Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 aZz 90%,

(-) 90-100%, (N) — netestovano, (SM) -

(EC) - Escherichia coli

Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus

DalSimi smésnymi preparaty, které byly podrobeny testim antimikrobialni aktivity, jsou smési
obsahujici vodny extrakt ¢aje a bylinky. Vysledky téchto antimikrobialnich testu jsou uvedeny
v tabulce 20. Obsah extraktu Caje a bylinky ve smési byl 1:1.

Tabulka 20: Antimikrobialni U€inek €aju s pridavkem bylinek

HREBICEK SM | ML | EC |SKORICE SM | ML | EC
Gunpowder Formosa + - N | Gunpowder Formosa - - N
Gunpowder Black + + + | Gunpowder Black - - N
Bila pivorika + - - Bila pivonka - - N
Rooibos €erveny + + N | Rooibos €erveny - - N
Rooibos zeleny - - N |Rooibos zeleny - - N
Lapacho + + ++ |Lapacho - - N
Honeybush - ++ N |[Honeybush - - N
Guarana + + - Guarana - - N
JITROCEL SM ML EC |KOPRIVA SM ML EC
Gunpowder Formosa + + N | Gunpowder Formosa - - N
Gunpowder Black - - N | Gunpowder Black + - N
Bila pivorika - - N |Bila pivorika - - N
Rooibos Cerveny - - N | Rooibos Cerveny - - N
Rooibos zeleny - - N |Rooibos zeleny - - N
Lapacho - - N |Lapacho - N
Honeybush - - N | Honeybush - - N
Guarana - - N | Guarana - - N
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RAKYTNIK SM | ML | EC |HERMANEK SM | ML | EC
Gunpowder Formosa - ++ N | Gunpowder Formosa - ++ -
Gunpowder Black - - N | Gunpowder Black - + N
Bila pivorika - + N |Bila pivorika - - N
Rooibos ¢erveny - + N |Rooibos Eerveny - ++ N
Rooibos zeleny - + N |Rooibos zeleny - - N
Lapacho - + N |Lapacho - - N
Honeybush - - N [Honeybush - - N
Guarana - - N | Guarana - - N

Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 aZz 90%,
(-) 90-100%, (N) — netestovano, (SM) - Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus
(EC) - Escherichia coli

Jak je patrné ztabulky 20, ve vétSiné pfipadud bylinky radikalné nezvySily antimikrobialni
ucinek Caje. Vsechny preparaty byly testovany na kmenech
SM a ML a vybrané preparaty zejména s hfebi¢kem pak jesté na kmeni EC. Synergicky
pusobily nékteré preparaty v pfipadé testovani na kmeni ML. VétSina preparatl
v8ak neplsobila inhibicné na zadny zkmenl. Je tedy mozné, ze latky obsazené
v jednotlivych extraktech na sebe plsobi antagonisticky a rusi tak svidj individualni
antimikrobialni ucinek.

Po otestovani smési ¢aju a bylin byl k témto preparatim pfidan navic jesté roztok lysozymu,
jehoz zakladni koncentrace byla 1 mg/ml. Pomér jednotlivych slozek preparatd byl 1:1:1.
Tabulka 21 shrnuje antimikrobialni plsobeni téchto preparatd.

Tabulka 21: Antimikrobialni u€inek €aju s pfidavkem lysozymu a bylinek

HREBICEK SM | ML | EC |SKORICE SM | ML | EC
Gunpowder Formosa + ++ ++ | Gunpowder Formosa - ++ N
Gunpowder Black + +++ - Gunpowder Black - + N
Bila pivorika - ++ N |Bila pivorika - ++ -
Rooibos ¢erveny - ++ N |Rooibos Cerveny - ++ -
Rooibos zeleny - ++ N | Rooibos zeleny - +++ N
Lapacho - ++ N |Lapacho - ++ N
Honeybush - ++ N |Honeybush - - N
Guarana + ++ N | Guarana + + N
JITROCEL SM ML EC |KOPRIVA SM ML EC
Gunpowder Formosa - ++ N | Gunpowder Formosa + +++ N
Gunpowder Black - ++ N | Gunpowder Black - + N
Bila pivorika - + N |Bila pivorika - - N
Rooibos €erveny + + N | Rooibos €erveny - + N
Rooibos zeleny - ++ N | Rooibos zeleny - ++ N
Lapacho - + N |[Lapacho - + N
Honeybush - +++ N |Honeybush + +++ N
Guarana - - N |Guarana - +++ N
RAKYTNIK SM | ML | EC |HERMANEK SM | ML | EC
Gunpowder Formosa + + N | Gunpowder Formosa - - N
Gunpowder Black - +++ - | Gunpowder Black - +++ N
Bila pivorika - +++ N | Bila pivorika - ++ N
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Rooibos ¢erveny - ++ N |Rooibos Eerveny - ++ N
Rooibos zeleny - - N | Rooibos zeleny - +++ N
Lapacho - - N |Lapacho - + N
Honeybush - ++ N |Honeybush - - N
Guarana - + N | Guarana - ++ N

Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 aZz 90%,
(-) 90-100%, (N) - netestovano, (SM) - Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus
(EC) - Escherichia coli

Preparaty byly opét testovany pfedevsim na kmenech SM a ML, u vybranych byl poté ucinek
sledovan i na kmeni EC. Vzhledem Kk u€inkim preparati, které obsahovaly pouze
¢aj a bylinku, zde doSlo k vyraznéjSimu antimikrobialnimu plsobeni pfedev§im na kmen
ML a to i pfesto, ze koncentrace lysozymu byla tfikrat menSi nez u zakladniho roztoku.
Preparaty s vysokym antimikrobialnim ucCinkem jsou v tabulce zvyraznény CcCervené.
Jsou to pfedevSim ty, které obsahovaly ¢erny &aj a zeleny rooibos. Opét je zde snaha
o rozSifeni spektra ucinku lysozymu.

Testovani antimikrobialni aktivity byly podrobeny také pfipravené lipozomy a chitosanové
Castice  aplikované v plvodnim roztoku. Dale byly ¢&astice centrifugovany
2min pfi 14 000 otaCkach a byla testovana i antimikrobidlni aktivita supernatantu
a usazenych c¢astic rozsuspendovanych ve vodé. Antimikrobialni aktivity téchto vzorkl
jsou shrnuty v tabulce 22.

Tabulka 22: Antimikrobialni GU¢inek ¢astic

LIPOZOMY — CHITOSANOVE —

ROZTOK SM ML EC ROZTOK SM ML EC
Gunpowder Formosa - - + Gunpowder Formosa ++ - ++
Gunpowder Black - - + | Gunpowder Black ++ - +++
Bila pivorika - - + Bila pivonka - - ++
Rooibos ¢erveny - - - Rooibos ¢erveny + - ++
Rooibos zeleny - - + | Rooibos zeleny ++ - ++
Lapacho - - ++ | Lapacho +++ | +++ +
Honeybush - - - Honeybush ++ - ++
Guarana - - + | Guarana + - ++
LIPOZOMY — CHITOSANOVE -

SUPERNATANT SM ML EC SUPERNATANT SM ML EC
Gunpowder Formosa - - - Gunpowder Formosa +++ | A+ ++
Gunpowder Black - - - Gunpowder Black +++ | +++ +
Bila pivorika - - - Bila pivonka ++ ++ +
Rooibos ¢erveny - - - Rooibos €erveny + ++ -
Rooibos zeleny - - - Rooibos zeleny +++ ++ +
Lapacho - - ++ | Lapacho - + -
Honeybush - - - Honeybush + ++ -
Guarana - - - Guarana + ++ -
LIPOZOMY — CHITOSANOVE -

VE VODE SM ML EC VE VODE SM ML EC
Gunpowder Formosa + - - Gunpowder Formosa - + -
Gunpowder Black + - - Gunpowder Black + + -
Bila pivorika ++ - + | Bila pivorika ++ + -
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Rooibos ¢erveny ++ - - Rooibos ¢erveny ++ + -
Rooibos zeleny + + - Rooibos zeleny + - -
Lapacho + + + | Lapacho - - -
Honeybush + - - Honeybush ++ + -
Guarana - - - Guarana + + -

Koncentrace bunék ve srovnani s kontrolou (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60 aZz 90%,
(-) 90-100%, (N) - netestovano, (SM) - Serratia marcescens , (ML) - Micrococcus luteus
(EC) - Escherichia coli

VyraznéjSi antimikrobialni GCinek vykazovaly chitosanové Castice jak v roztoku,
rozsuspendované ve vodé tak i jejich supernatant. Cervené jsou v tabulce opét vyznaceny
Castice s vyraznéjSim pusobenim.

Nizky antimikrobialni G¢inek lipozom( je zfejmé zpusoben znanou degradaci polyfenoll
po uvolnéni z c&astic. V pfipadé jejich odstranéni z roztoku (lipozomy rozsuspendované
ve vodé) vSak lipozomy alespori minimalni antimikrobialni aktivitu vykazovaly.

Chitosanoveé ¢astice vykazovaly oproti lipozomim mnohem vyraznéjsi antimikrobialni uc€inek.
V pripadé ¢astic v pavodnim roztoku pUsobily pfedev§im na kmenech SM a EC, supernatant
ucinkoval antimikrobialné vyrazné u kmenl SM a ML, jakoz i Castice rozsuspendované
ve vodé. Vyraznéjsi antimikrobialni efekt mohl byt zplsoben pozvolnéjSim uvolfovanim
polyfenolll a ¢aste¢né také mohl antimikrobialni Ucinek zvySit sam chitosan, ktery je rovnéz
antimikrobialni.

5.4.2. Zkumavkovy test

U kofeinu, lysozymu a u vybranych smésnych preparatd byl testovan jejich antimikrobialni
ucinek také s vyuzitim zkumavkového testu. Postup této metody je uveden v kapitole 4.9.3
a vysledky shrnuty v tabulkach 23, 24 a 25. Vesmés se jedna o primeérné hodnoty ze dvou
mérfeni. PFi tomto testu je sledovano pusobeni antimikrobialni latky jiz od zacatku rdstu
mikroorganismu, nikoli az po pfidavku ve stacionarni fazi, jako tomu bylo u diluéniho testu
provedeném na mikrotitracnich destickach.

Tabulka 23: Antimikrobialni Guéinek kofeinu

Koncentrace bakterii [%]
Vzorek
ML SM
Kofein 1 mg/5ml 78,4 101,0
Kofein 2 mg/5ml 63,3 96,2
Kofein 4 mg/5ml 91,0 86,4
Kofein 8 mg/5ml 82,2 77,5

(SM) - Serratia marcescens, (ML) - Micrococcus luteus

V tabulce 23 je uveden antimikrobialni uc€inek rdznych koncentraci kofeinu v médiu. Uvedené
hodnoty jsou ve formé procentualni koncentrace vzhledem ke kontrolnimu vzorku, ktery
kofein neobsahoval. U kmene ML u€inkoval nejlépe kofein s koncentraci
2mg na5mlmédia, u SM to byla koncentrace 8 mg na 5ml média. Ztéchto hodnot
Ize prfedpokladat, Zze i kofein se mlze podilet v testovanych rostlinnych antimikrobialnich
preparatech na jejich ucinku.
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Pro zkumavkové testy bylo vyuzito stanoveni viability pomoci pritokového cytometru. Podle
hodnoty koncentrace bunék ve vzorku a procentualniho zastoupeni mrtvych bunék byla
stanovena viability bunék ve vzorku. Ukazka vystupu z pratokového cytometru je uvedena
na obrazku 21 a 22. Na obrazku 21 je vidét koncentrace 22647 bunék/1 ml vzorku a viability

ukazuje 100 % zivych bunék. Na obrazku 22 je vidét koncentrace 7967 bunék/1 ml vzorku
a viability ukazuje 75 % Zivych bunék.

| SALSLALS [Pesk-Peak] o x| 680_35Pesk] o
Gated by 2 baiterie AND 3 Singieds
~
«© _ o
- o
- w
%
2 bakterie
lLJI :j__:l
— voorey S ¢ - . - a2
2 MeoanX=228 MeanY=4 BEviAle22847 ROI% of ovis=65.7% 1.CY=24 1 Evenfcel Peak=33 Mean=38 EvifdsD 2 ROI% of evts=00%
Obrazek 21: Stanoveni koncentrace a viability bunék — blank SM
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Obrazek 22: Stanoveni koncentrace a viability bunék — vzorek SM
ampicilin 0,4 mg/ml

V tabulce 24 jsou uvedeny vysledky antimikrobialniho testu rlznych koncentraci lysozymu
a antibiotik. S vyuZitim zkumavkového testu byl ovéfen ucinek lysozymu na G+ bakterie
v podob& kmene Micrococcus luteus. Dale byl ovéfen i u€inek antibiotik, které vyjma

nejmensi koncentrace pfi pusobeni na kmen SM vykazovaly 100% antimikrobialni ucinek
na oba kmeny.
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Tabulka 24: Antimikrobialni u€inek lysozymu a antibiotik

Zivé buiiky [%]

Vzorek SM ML
Lysozym 0,1 mg/ml 16,6 2,9
Lysozym 0,4 mg/ml 127,4 27,1
Lysozym 1,0 mg/ml 129,9 4,9
Lysozym1,4 mg/ml 107,1 11,2
Ampicilin 0,1 mg/ml 183,8 0
Ampicilin 0,4 mg/ml 0 0
Ampicilin 1,0 mg/ml 0 0
Ampicilin 1,4 mg/ml 0 0
Streptomycin 0,1 mg/ml 180,5 0
Streptomycin 0,4 mg/ml 0 0
Streptomycin 1,0 mg/ml 0 0
Streptomycin 1,4 mg/ml 0 0

(SM) - Serratia marcescens, (ML) - Micrococcus luteus

Zkumavkovy test byl také vyuzit pro studium antimikrobialniho ucinku nékterych smésnych
preparatl. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 25.

Tabulka 25:Antimikrobialni u€inek vybranych smésnych preparatt

Testovany preparat

Zivé bunky [%]

EC ML SM
Bakterie + lysozym 44,7 0,0 63,2
1 lapacho+hfebicek 76,3 141,1 92,2
2 Cerny+hfebiCek 80,3 118,3 84,1
3 zeleny+hefmanek 66,4 37,8 35,1
4 bily+hefmanek 81,5 42,6 84,3
5 guarana+hiebiCek 80,0 64,2 81,3
6 L+lapacho+hfebitek 60,2 39,4 78,0
7 L+Cerny+hiebicek 33,3 85,1 69,9
8 L+zeleny+skofice 46,2 85,7 79,8
9 L+bily+skofice 31,5 78,8 87,4
10 |L+Cerny+rakytnik 63,2 28,3 102,3

(L) — lysozym, (SM) - Serratia marcescens, (ML) - Micrococcus luteus,

(EC) - Escherichia coli
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Zivé bunky [%]
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.Graf 14: Antimikrobialni uc¢inek smésnych preparatt

V pfipadé pusobeni na kmen EC vykazovaly antimikrobialni uCinek vSechny testované
preparaty. U kmene ML byly antimikrobialni mimo smés 1 a 2 také vSechny ostatni smési.
Na SM nepusobila antimikrobialné pouze smés 10. V grafu 14 je dobfe viditeIné pfipadné
zvySeni antimikrobialniho u€inku smésnych preparatt s lysozymem (tabulka 25 - vzorky 6, 7,
8, 9, 10) v porovnani s pusobenim samotného lysozymu. U kmene ML neprobéhlo oproti
samotnému lysozymu zvySeni u€innosti v zadném vzorku. V pfipadé plsobeni
na kmen EC se u€inek zvySil u vzorku 7 a 9. Proti kmenu SM se také nezvySil uCinek
v porovnani s lysozymem ani u jednoho z preparatu.
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6. ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na studium pfirodnich antimikrobialnich
preparatll, které obsahovaly jednak rostlinné antimikrobialni latky v podobé extraktl Cajl
a bylin, lysozym jakozto zastupce zivociSnych antimikrobialnich latek a pro srovnani také
dvé vybrana antibiotika. Dale byla ovéfena jedna z moznosti stabilizace rostlinnych
antimikrobialnich preparatd, a to enkapsulace do organickych &astic.

Teoreticka Cast této diplomové prace je vénovana piehledu pfirodnich antimikrobialnich
latek. Jsou zde uvedeni zastupci jak zivociSnych, tak rostlinnych antimikrobialnich
a antioxidacnich latek, jako jsou polyfenoly, flavonoidy a nékteré z alkaloidd. V teoretické
Casti prace je také uveden struény prehled antibiotik a je zde popsano jejich pusobeni
na mikroorganismy. V dalSi ¢asti je uvedena charakteristika ¢&aju, pouzivanych
v experimentalni &asti prace. Cast prace je rovnéz vénovana antioxidadni aktivité
a moznostem zvyseni antimikrobialniho u&inku.

Experimentalni Cast prace je zaméfena zejména na testovani antimikrobialni aktivity
pfirodnich antimikrobialnich latek. Dalsim cilem bylo provedeni enkapsulace rostlinnych
extraktt, charakterizace Castic a v neposledni fadé také sledovana dlouhodoba stabilita
Castic s enkapsulovanymi pfirodnimi latkami.

V ramci experimentalni ¢asti byla nejprve provedena charakterizace vybranych pfirodnich
antimikrobialnich latek. Testovani probéhlo ve tfech typech extraktl — vodnych, ethanolovych
a DMSO. Pro praci bylo vybrano 7 druh( ¢&aju, guarana a 6 druhd bylin. V ramci
charakterizace byl stanoven obsah celkovych a nékterych individualnich polyfenolu
a flavonoid(, byla zjiStovana i antioxida¢ni aktivita. NejvysSi antioxidaéni aktivitu vykazovaly
ethanolové extrakty. Vramci vodnych a ethanolovych extraktd vykazovala nejvétsi
antioxidacni aktivitu guarana. Z testovanych bylin byl nejsilnéjSim antioxidantem hefmanek.
Dale byl u testovanych ¢aji sledovan i obsah kofeinu, theobrominu a theofylinu. Nejvyssi
obsah kofeinu byl detekovan v guarané, theobrominu v ¢aji Gunpowder Formosa a theofylinu
v Cerveném rooibosu.

Zvolené extrakty byly nasledné pouzity k enkapsulaci do dvou typu Castic — lipozoma
a chitosanovych ¢astic. U obou typl €astic byla stanovena jejich enkapsulaéni uc€innost,
velikost a koloidni stabilita hodnocena ve formé zeta-potencialu.

V ramci charakterizace pfipravenych ¢astic byla stanovovana i jejich antioxidacni aktivita.
Antioxidacni aktivita Castic se oproti samotnym extraktim &aju znacné zvysSila, coz muze
byt zplsobeno stabilizaci obsahu i pfispévkem materialu ¢astic. Pfipravené Castice byly dale
podrobeny sledovani jejich dlouhodobé stability z hlediska uvolfiovani polyfenold. Casové
intervaly, ve kterych byla stabilita zjistovana, byly tyden, mésic a dva mésice. Castice byly
ponechany ve vodném prostfedi. Z hlediska dlouhodobé stability jsou lepSi chitosanové
Castice, u kterych nedochazelo k tak markantni degradaci polyfenolt a k jejich uvolfiovani
jako u lipozomu, kde se veskeré enkapsulované polyfenoly uvolnily ve vétSiné pfipadl
jiz po tydnu skladovani.

Vyuziti pfipravenych &astic se muaze liSit dle mnozstvi uvolnénych polyfenolt v rdznych
gasovych intervalech. Castice, u nichZ dojde k uvolnéni uginnych latek v kratkém casovém
Useku, by se daly vyuzit k hojeni ran. Castice v podobé lyofilyzatu by se po hydrataci
aplikovaly na postizené misto, kde by mohlo dojit k okamzitému antimikrobialnimu pisobeni.
Diky vysokému mnozstvi uvolnénych ucinnych slozek najednou by byla zajiSténa jejich
dostatecna koncentrace a tim by byl zajistén jejich ucinek.

V pfipadé &astic, u kterych dochazi k pozvolnému uvolfiovani latek, by mohla byt prabézné
uvoliovana poZadovana koncentrace ucinnych slozek. To znamena, ze jejich
napf. antimikrobialni efekt by byl zajistén po deldi dobu a takovéto preparaty by mohly
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byt vyuzity namisto chemickych konzervant, nebo jako jejich dopInék v potravinarském
a kosmetickém pramysilu.

V posledni Casti experimentalni prace byly provedeny testy antimikrobialni aktivity.
K tomuto ucelu byly vyuzity dvé metody — bujonova diluéni metoda a zkumavkovy test.
Antimikrobialni aktivita byla testovana proti ttem kmenum bakterii - Serratia marcescens,
Micrococcus luteus a Escherichia coli.

Nejdfive byl zjiStovan antimikrobialni G€inek rdznych extraktl ¢aju a bylin, z nichz byly
nejucinnéj$i DMSO extrakty. U vodnych extraktd bylin nejlépe ucinkoval hefmanek.

Dale byla sledovana antimikrobialni aktivita u lysozymu v kombinaci vodnych a etanolovych
extraktd c¢aju. U vodnych extraktd doSlo oproti etanolovym k ¢astéjSimu zvySeni
antimikrobialniho ucinku v porovnani s u¢inkem samotného roztoku lysozymu. Slabé zvySeni
bylo pozorovano u kmene Serratia marcencens, nejvyraznéji pak antimikrobialni ucinek
zvysil Cerny €aj — Gunpowder Black u kmene Micrococcus luteus. V pfipadé ethanolovych
extraktd doSlo k vyraznému navySeni antimikrobialni aktivity ve srovnani se samotnym
lysozymem u guarany pro oba testované kmeny.

Obecné je znamo, ze lysozym vykazuje antimikrobialni U€inek pfedevsim proti G+ bakteriim.
Pokud by se kpreparatu slysozymem pfidala napf. rostlinna slozka pusobici proti
G- bakterii, vznikl by komplexni preparat se spektrem Ucinku proti obéma typtm bakterii.
DalSim z testovanych preparatd byla smés Caje a antibiotika. U velké ¢asti téchto smésnych
preparatd byl zachovan vysoky antimikrobialni UCinek i pfes menSi koncentraci jednotlivych
latek ve smési. Toho by mohlo byt vyuzito pro sniZzeni nepfiznivého vlivu antibiotik na lidsky
organismus nebo pro snizeni mnozstvi pouzivanych antibiotik.

Soucasti antimikrobialnich testd bylo i zjisténi antimikrobialni aktivity smési, které
obsahovaly &aj v kombinaci s bylinkou. V ramci tohoto stanoveni vS8ak nebyly pozorovany
zadné vyrazné zmény antimikrobialnich G&ink( téchto smési. Dale byl ke smési €aj-bylinka
pfidan roztok lysozymu. K vyraznéj§imu antimikrobialnimu puUsobeni téchto kombinaci
dochéazelo predevdim na kmen Micrococcus luteus, i kdyZ koncentrace lysozymu byla tfikrat
mensi nez u zakladniho roztoku. VySsi antimikrobialni u€inek mély pfedevsim smési, které
obsahovaly ¢erny ¢aj — Gunpowder Black a zeleny rooibos.

Na zavér byl sledovan také antimikrobidlni Gcinek  pfipravenych  ¢astic.
Vyraznéjsi antimikrobialni uc€inek vykazovaly pfedevSim chitosanové Castice.

V ramci zkumavkového testu antimikrobialni aktivity byl nakonec ovéfen ucinek lysozymu
proti G+ bakteriim, ucinek antibiotik a potvrzen efekt kofeinu, ktery ziejmé také ovliviiuje
antimikrobialni aktivitu nékterych preparatd. Pomoci této metody byla také zjiStovana
antimikrobialni aktivita nékterych vybranych smési bylin s Caji a lysozymem. U kmene
Micrococcus luteus a Serratia marcescens nedoslo v porovnani s plsobenim lysozymu
zvySeni ucinnosti nikde. U Escherichia coli se zvySil uCinek u smési, ktera obsahovala
lysozym, Cerny €aj a hfebitek a u smési s obsahem lysozymu, bilého €aje a skofice.
Zavérem, Ize konstatovat, Ze vyzkum v oblasti pfirodnich antimikrobialnich latek je v dnedni
dobé velmi dullezity. Lidé se opét vraci k jejich vyraznému vyuzivani namisto klasickych
chemickych preparatu. Jak jiz bylo zminéno, pfirodni antimikrobialni latky a jejich smési Ize
at uz ve volné ¢&i enkapsulované formé vyuzit napf. v oblasti mediciny, kosmetického
a potravinarského primyslu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABTS
AMP
Asp-52
ATB
DLS
DMSO
EC
EtOH
G+

G-
Glu-35
HPLC

MeOH
L

ML
PDA
ROS
RNS
SM
uv
ZP

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
antimikrobialni peptidy

aspartat-52

antibiotika

dynamicky rozptyl svétla

dimethylsulfoxid

Escherichia coli

ethanol

grampozitivni

gramnegativni

glutamat-35

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

methanol

lysozym

Micrococcus luteus

detektor diodového pole (Photodiode Array Detector)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
Serratia marcescens

ultrafialova-viditelna oblast

zeta potencial
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