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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlastnostmi a formulaci mikroemulzi obsahujicich esencialni
oleje. Teoreticka Cast je zaméfena na esencialni oleje, jejich slozeni, zpiisoby ziskavani,
vlastnosti a moznosti jejich antimikrobniho testovani. V této Casti prace jsou rovn€z po-
psany mikroemulze, surfaktanty a metody charakterizace téchto Systému. Prakticka ¢ast
se vénuje pripravé mikroemulzi s citronovym, hiebickovym, skoficovym a tymidnovym
olejem a dale s hlavnimi aktivnimi slozkami téchto esencialnich oleji. Testované oleje
byly rovnéz analyzovany plynovou chromatografii. Dale je zkouman vliv pfitomnosti pro-
pylenglykolu ve vodné fazi na slozeni mikroemulzi a jejich stabilitu. K tomuto acelu byly
pouzity fazové diagramy tiislozkovych systémi. Piipravené mikroemulze byly charakteri-
zovany pomoci fotonové korela¢ni spektroskopie a zaroven byly zkouseny jejich biologic-

ké vlastnosti, konkrétné antimikrobni a cytotoxicky ucinek.

Klic¢ova slova: esencidlni olej, antimikrobni aktivita, mikroemulze, surfaktant.

ABSTRACT

The thesis deals with properties and formulations of microemulsions containing essential
oils. The theoretical part focuses on the essential oils, their formulation, sources, produc-
tion, properties and possibilities of antimicrobial testing. In the theoretical part, microe-
mulsions, surfactants and characterization methods of these systems are also described.
The experimental part deals with the preparation of microemulsions containing lemon,
clove, cinnamon and thyme oil and as well as their active substances. Used oils were also
analysed by gas chromatography. In addition, the influence of propylene glycol presence
in aqueous phase on composition and stability of microemulsions was investigated. Phase
diagrams of three-component system were used for this purpose. Prepared microemulsions
were characterized by photon correlation spectroscopy and tested on their biological prop-
erties, namely antimicrobial and cytotoxic effects.

Keywords: essential oil, antimicrobial effect, microemulsion, surfactant.
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UvVOD

Esencialni oleje jsou komplexy t€kavych latek vzniklych sekundarnim metabolismem rost-
lin. Z ptirodniho materialu jsou ziskavany vodni nebo parni destilaci, ptipadné lisovanim.
Vykazuji fadu pozitivnich u¢inkti, mezi nez patii naptiklad antimikrobni, antifungalni, anti-
oxida¢ni nebo protizanétlivé ucinky. Vzhledem k témto zajimavym biologickym u¢inkim
by esencialni oleje (i v mikroemulzich) mohly nahradit synteticka aditiva kosmetickych ne-

bo potravinaiskych produkti.

Mikroemulze nachazeji v primyslové vyrobé vyuziti pfedevsim diky svym vhodnym vlast-
nostem, mezi které patii spontanni vznik nenaro¢ny na energii, transparentnost, stabilita
a nizka viskozita. Jsou to étyfslozkové systémy slozené z olejové a vodné faze, surfaktantu
a ko-surfaktantu, jehoz ptitomnost je typicka pouze pro tyto systémy. Termodynamické
vlastnosti a nanostruktura je odlisuje od béznych emulzi, které jsou termodynamicky nesta-
bilni. Oproti béznym emulzim, které vyzaduji pfi pfiprave intenzivni homogenizaci, vznikaji
mikroemulze spontanné po promichéani vSech slozek. Jsou transparentni diky velikosti ¢as-
tic, ktera se pohybuje v rozmezi 5 — 140 nm. Mikroemulzni ¢astice jsou pak mensi nez bak-

terie a mohou byt tedy bezpec¢né filtrovany tam, kde je nezadouci bakterialni kontaminace.

Cilem diplomové prace, ktera navazuje na bakalafskou praci, bylo enkapsulovat esencialni
oleje do mikroemulzi. Byl sledovan vliv propylenglykolu a riznych druht neionickych sur-
faktanti na mnozstvi enkapsulovaného oleje a na velikost mikroemulzni oblasti. Pro popis a
studium téchto vlivlli byly vyuzity pseudo-ternarni fazové diagramy. DalSim cilem prace
bylo analyzovat pouzité esencialni oleje plynovou chromatografii. Pfipravené mikroemulzni
systémy pak byly charakterizovany pomoci fotonové korelac¢ni spektroskopie a bylo prove-
deno testovani jejich biologickych vlastnosti, pti kterém byla ovéfena antimikrobni aktivita

a cytotoxicita téchto systémi.
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. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 ESENCIALNIi OLEJE

Esencialni oleje (EO) jsou smési tékavych slozek produkované Zivymi organismy, které jsou
ziskavany lisovanim nebo extrakci z celych rostlin ¢i jejich Casti. D4 se fici, Ze vSechny rost-
liny maji schopnost tvofit tekavé latky, avsak nekteré pouze ve stopovém mnozstvi. Zakla-
dem porozuméni vlastnostem EO je objasnéni jejich chemického slozeni. Hlavni slozky EO
je mozno fadit do tii zakladnich skupin, a to do skupiny mono a diterpent, seskviterpeni
a fenylpropanoida. Mimo tyto hlavni slozky obsahuji EO rovnéZz fadu dalSich latek, je-

jichz vycet by byl dlouhy a pfesahuje ramec této prace. [1], [2], [3]

Nejprve byly esencialni oleje studovany z hlediska organoleptickych vlastnosti, zejména
chuté a viné. Pozdgji bylo zjisténo, ze EO jsou ve vztahu k pusobeni na organismus relativ-
né nezavadné, a Ize je vyuzit nejen jako chutovych nebo vonnych latek, ale i v jinych oblas-
tech. Casto jsou napiiklad vyuZivany v parfumerii a kosmetice jako vonné komponenty
kosmetickych piipravkt nebo jako aromatické latky v potravinaistvi. Bylo rovnéz zjisténo,
Ze tfada oleji vykazuje farmakologické ucinky a ze maji antibakterialni a fungicidni vlast-
nosti, které umoznuji jejich aplikace jako konzervacnich slozek. Toto Siroké vyuziti EO

Vv praxi souvisi s jejich rostouci produkci, ktera je uvedena v Tab. 1. [4], [5], [6]

Tab. 1. Produkce esencidlnich oleju, r. 2008. [6]

Esencidlni olej H m([)tt]nost Nejvétsi producent
Pomerancovy olej 51000 USA, Brazilie, Argentina
Citronovy olej 9200 Argentina, Italie, Spanélsko
Eukalyptovy olej 4000 Cina, Indie, Austrélie
Matovy olej 3300 Indie, USA, Cina
Hiebickovy olej 1800 Indonésie, Madagaskar

1.1 Aktivni slozky obsazené v EO

Aktivni slozky pritomné v EO maji ptivod ve dvou hlavnich skupinach latek produkovanych
rostlinami. Prvni skupinou jsou primarni metabolity, spolecné jak pro rostliny, tak pro zivo-
gichy, které predstavuji jejich zakladni stavebni latky. Ctyimi podskupinami primarnich me-
tabolitl jsou proteiny, uhlovodiky, nukleové kyseliny a lipidy. Nékteré z EO jsou degradac-
nimi produkty jedné nebo n¢kolika téchto podskupin, nejvice se vSak na tvorbé EO podileji

lipidy. Druhou skupinou latek, slouzicich jako aktivni latky v EO, jsou sekundarni metabolit
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ty, které se vyskytuji pouze u nékterych druhii rostlin. Jsou to napiiklad terpenoidy, Sikima-

vvvvvv

idy a Sikimaty. [7]

1.1.1 Terpenoidy

V ptipadé EO jsou terpenoidy viibec nejvyznamnéjsi skupinou latek. Skladaji se z izopreno-
vych (2-methylbutadienovych) jednotek. Tato velka skupina latek se dale déli podle poctu
uhliki v molekule. Nejnizsi skupinou terpenti obsahujici pet atomt uhliku jsou hemiterpeny.
Zakladni monoterpeny obsahuji deset atomu uhlikl, seskviterpeny jich obsahuji patnact
a skupina latek s dvaceti uhlikovymi atomy se oznacuje jako diterpeny. Obecné plati,
ze pouze hemiterpeny, monoterpeny a seskviterpeny jsou dostate¢n¢ tékavé, aby mohly byt

soucasti EO. [7]

Hemiterpeny

Hemiterpeny se v EO vyskytuji spise jako mensinové slozky. Patii mezi n¢ mnoho alkohold,
aldehydl a esterti s 2-methybutanovou kostrou. Ve vétSingé piipadti hemiterpeny vznikaji
oxidaci prenolu (Obr. 1.), coz je 3-methylbut-2-en-1-ol. Napi. acetat tohoto alkoholu

se vyskytuje v ylang-ylang a v né€kolika dalSich olejich. Prenylacetat dava EO ovocny na-

dech. [7]
/

CHj;

Obr. 1. Prenol. [7]

Monoterpeny

Monoterpeny vznikaji z geranylpyrofosfatu. Nejznaméj$imi monoterpeny jsou napf. myrcen,
limonen, a-pinen, p-cymen, thymol nebo karvakrol. Myrcen je v pfirod¢ velmi rozsifenym
monoterpenem. Ve vysokych koncentracich se vyskytuje napf. v chmelu, v mensich mnoz-
stvich v béznych bylinach nebo kofeni. Limonen je slozkou mnoha EO, avsak nejvétsi podil
je v olejich citrusovych plodi, kde predstavuje az 90 %. Na Obr. 2, 3 a 4 jsou uvedeny kon-
krétni priklady monoterpentt vyskytujicich se Vv esencialnich olejich pouzitych

V experimentalni ¢asti této prace. [7]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

15

CH,4
CH,
Obr. 2. Limonen. [7]

OH
CHj;
H5;C
CHj;

Obr. 3. Thymol. [7]

HO
CHj;
H3C
CH,

Obr. 4. Karvakrol. [7]

Seskviterpeny

cv v

kavost a v porovnani s monoterpeny maji i vy$si bod varu. Z toho divodu je nelze oznadit

za hlavni vonné slozky, ale dopliuji pouze celkovy vonny vjem kompozice. Prekursorem

seskviterpentl je farnesol (Obr. 5.). Jeho pyrofosfat je v pfirod¢ syntetizovan adici izopente-

nyl pyrofosfatového zbytku ke geranyl pyrofosfatu. Néaslednou hydrolyzou této slouceniny

vznika samotny farnesol. [7]

H5C

Obr. 5. Farensol. [7]

=z =z =z
CH; CHj; CHs,
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1.1.2  Sikimaty

Kyselina Sikimova je kli¢ovym meziproduktem rostlin, z néhoz vznikaji jak flavonoidy,
tak lignin. Flavonoidy jsou v rostlinach vyznamnymi antioxidanty, barvivy nebo ochranny-
mi prostiedky proti UV zareni. Lignin zase tvofi strukturni material rostlin, zvIasté dfevniho
pletiva. Biosyntézou kyseliny Sikimové vznikaji také v EO hojné zastoupené fenypropanio-
dy. Zastupci této skupiny latek, ktefi se vyskytuji v esencialnich olejich pouzitych v experi-
mentalni ¢asti, jsou uvedeni na Obr. 6 a 7. [3], [7]

Obr. 6. Cinnamaldehyd. [7]

H4CO
—CH,
HO

Obr. 7. Eugenol. [7]

1.2 Ziskavani EO

1.2.1 Prumyslova vyroba

Naprosta vétsina esencidlnich olejii pochazejicich z rostlinného materidlu se vyrabi riznymi

druhy destilaci, nebo v ptipad¢ citrusovych ploda, lisovanim jejich kiiry za studena. [8]

Pfi parni destilaci je para vedena potrubim na dno Kotle, kde se rostlinny material umist'uje
Vv perforovaném zasobniku nebo koSi, aby bylo mozno rostlinny material po extrakci
co nejrychleji odstranit. Krom¢ parni destilace probihajici za atmosférického tlaku
se pouziva i vysokotlaky zptsob destilace, kdy zvysena teplota vyrazné snizuje celkovy cas
procesu. Ta se pouziva napt. pii destilaci maty peprné. Vznikly destilat, coz je prakticky
smés vody a oleje, je rozdélovan pomoci tzv. florentské baiiky, kterd ma vstup u dna a vy-
stup u horni ¢asti. Destilat se oddéli na dvé vrstvy, olejovou a vodnou, které Ize samostatné

odseparovat. [8]
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Destilace parou je nejrozsifenéjsi primyslovou metodou pouzivanou k ziskavani esencial-
nich oleji. Tato metoda je zaroven nejméné Setrnd, protoze pii ni dochdzi k rozpadu méné

stabilnich slozek EO. [8], [9], [10]

Dalsim moznym zpusobem je lisovani za studena, které se pouziva u rostlin s vysokym ob-
sahem silic, naptiklad u citrusi. Je to proces, kdy se pletiva citrusovych plodi zbavuji kury
obsahujici olej, ktira je mechanicky rozrusovana a olej z ni voln¢ vytéka. Olej je zachycovan
do sbérné nadoby obsahujici filtr. Lisovani se provadi bud’ vymackanim vlastni tihou liso-

ziskavani EO a vyslednym produktem je olej vysoké kvality. [2], [11]

Mimo vySe popsané zpusoby mohou byt extrakty z rostlinnych zdrojii ziskdvany rovnéz ex-
trakci rozpoustédly, kdy se vyuzivaji riizna organicka rozpoustédla, naptiklad hexan, benzin
nebo petroléther. Modernim postupem je extrakce oxidem uhli¢itym pomoci superkritické
fluidni extrakce (SFE). Takto ziskané extrakty esencidlnich olejii se pouzivaji spise jako
pramyslova aromata nebo jako aditiva v potravinafstvi, a to v ptipad¢, ze pouzité rozpousteé-

dlo a jeho piipadné zbytkové mnozstvi je vhodné pro tento typ pouziti. [8]

1.2.2 Laboratorni pfiprava

Tento zplsob ziskavani esencialnich olejli se vyuziva pfedev§im pro zachyceni malého
mnozstvi tékavych latek z aromatickych rostlin pro vyzkumné ucely nebo pro stanoveni ob-
sahu esencialnich oleji v rostlinném materialu. Nejpouzivangjsi zptisob je cirkularni extrak-
ce. Destilat je kontinualné extrahovan s malym mnozstvim organického a s vodou nemisitel-
ného rozpoustédla. Byly popsany dva zptsoby destilace a to destilace s rozpoustédly o vy-

soké a nizké hustoté. [8]

1.2.3 Mikrodestilace

Mikrodestilaci 1ze ziskat velmi malé mnoZstvi esencialnich olejli z malych mnoZstvi rostlin-
ného materialu. V minulosti bylo provedeno nékolik pokust, jez vedly k minimalizaci béz-
nych destila¢nich postupti. Napt. 0.2 - 3 g rostlinného materialu bylo smichano s 50 ml vody
a destilat byl jimén do pentanu nebo hexanu analytické Cistoty. Vysledky prace ukazaly,

ze destilaty z mikrodestilace a bézné destilace maji identické vlastnosti. [8]
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1.2.4 Mikroextrakce tuhou fazi

Vzorkovani headspace (z prostoru nad vzorkem) je jednim z dalSich zpusobd, jak izolovat
silice ze vzorku. Takto lze ziskat silice bez dalSich slozek ptvodni matrice. Tyto latky
by mohly pozdé&ji komplikovat vlastni stanoveni, kdy se nejcastéji vyuziva plynova chroma-
tografie (GC). Alternativou vySe zminéného zpisobu ziskavani EO pro GC analyzu je mik-
roextrakce tuhou fazi (SPME, Solid Phase Microextraction). Tato metoda nevyzaduje pouzi-
ti organickych rozpoustédel a velkou vyhodou je i kratka doba extrakce. Dal§imi vyhodami
SPME jsou jednoduchost, nizké ekonomické ndklady, rychlost, selektivita a citlivost
pii pouziti vhodného detektoru [5]. SPME se provadi nasledujicim zpisobem. Na vlakné
z kfemenného skla je naneseno malé mnozstvi sorbentu. Asi jeden centimetr dlouhé vlakno
se ponoii do vzorku (v pfipad¢ analyzy té¢kavych latek je mozno vzorkovat i plynnou fazi
nad vzorkem) a vycka se na ustaleni rovnovahy. Po dosazeni rovnovahy (ca 2 — 30 min)
se vlakno vytahne z matrice a vlozi se do nastfikového prostoru chromatografu. Latky za-
chycené na sorbentu se tepelné desorbuji (v pripadé kapalinového chromatografu
se desorbuji mobilni fazi) a jsou unaseny nosnym plynem (mobilni fazi) do kolony, kde do-
chazi k jejich separaci. Pfi pfechodu septy se vldkno zatdhne do jehly, aby bylo chranéno
proti mechanickému poskozeni. Jinak je po dobu vzorkovani a chromatografické analyzy

vlakno z jehly vysunuto. [12], [13]
1.3 Vlastnosti EO

1.3.1 Antimikrobni aktivita

V poslednich né€kolika letech byl zaznamenan zvySeny zajem o pfirodni sloZky izolované
z rostlin, které inhibuji rist patogennich mikroorganismti. Diivodem je pfedevsim zvySujici
se rezistence mikroorganismu proti klasickym antibiotikiim i to, ze se jedna o latky piirod-
niho charakteru. [14], [15]

Rada syntetickych latek se vyuziva jak konzervanty zamezujici kaZeni potravin, kosmetic-
kych nebo farmaceutickych ptipravka. Tyto latky jsou vSak ostfe sledovany kvili svému
toxickému potencialu. Naopak, pfirodni antimikrobni slozky se staly vice vyhledavanymi
a oznacuji se jako bezpecnd aditiva. Vysledky mnohych studii poukazuji na antimikrobni
vlastnosti nékterych EO, plisobicich na Sirokou $kalu bakterialnich kment, napiiklad Liste-
ria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus cereus, Staphylococcus

aureus aj. Podle antimikrobnich G¢inkt uvedenych v publikacich [14], [15] mohou byt EO
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sefazeny nasledovné: dobromysl > hiebicek > koriandr > skofice > tymidn > mata > rozma-
ryn > hoicice > Salvéj. [14], [15]

vewr

lipofilni charakter uhlovodikového fetézce a hydrofilni charakter funk¢nich skupin. Nejvice
ucinné skupiny latek jsou fenoly, aldehydy a ketony, mensi ucinek pak vykazuji alkoholy,

estery a uhlovodiky. [15]

1.3.2 Antioxidaé¢ni aktivita

Skutecnost, ze n€které¢ druhy esencialnich olejii maji antioxidacni aktivitu, neni piekvape-
nim, protoZe obsahuji fenolické skupiny. Téméf vSechny fenoly mohou fungovat jako antio-
xidanty lipidové peroxidace, protoze vychytavaji peroxylové radikaly na konci lipidovych
fetézcl. Rostlinné fenoly mohou ptisobit jako reduké¢ni ¢inidla nebo také jako donory vodi-
ku. Antioxidacni aktivitu vykazuji mnohé EO a jejich slozky, zabyva se jimi proto cela fada
studii. Naptiklad bylo zjisténo, ze y-terpinen obsazeny v citronovém oleji zpomaluje peroxi-
daci kyseliny linolové nebo eugenol vykazuje velmi dobrou schopnost vychytavat volné
radikaly. Vysoky potencial fenolickych sloucenin k vychytavani volnych radikali byva ob-
jasiovan na zakladé jejich schopnosti poskytnout vodik ze své hydroxylové skupiny.
V nékterych piipadech nelze antioxidacni aktivitu pficitat pouze hlavnim slozkdm EO,
ale velkou roli hraji i minoritni slozky, poptipadé funguji synergicky se slozkami hlavnimi.
Z pétadvaceti EO testovanych v praci [10] vykazoval nejvyssi antioxidacni aktivitu tymia-
novy olej. Dal§imi oleji s obdobnymi ucinky jsou hiebi¢kovy olej z listli, skoficovy olej

z listd, bazalkovy, eukalyptovy nebo hefmankovy olej. [14], [15], [17]
Sirsi popis vlastnosti EO je uveden v praci [16].
1.4 Zdroje a charakteristika pouzitych EO

Z celé tady EO byly v navaznosti na bakalafskou praci vybrany nize popsané EO. Vybér byl

proveden na zakladé informaci z literatury o jejich mozné antimikrobni aktivite.

1.4.1 Citronovy olej

Mate¢na rostlina: Citrus limon [4]

Popis: Citrusovnik je mensi, stale zeleny strom s vonnymi kvéty a tuhymi trny. DorGsta Sesti
metrd vysky a pochazi z Asie. V dnesni dobé jsou rozsifené celosvétove, hlavné v USA,

Italii nebo Kypru. [4]
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Chemické slozeni oleje: Citronovy olej obsahuje kolem 90 % monoterpenovych uhlovodik,
tvofenych pievazné limonenem (ca 70 %), mensim mnozstvim aldehydi (2 — 6 %; citral,

neral, geraniol), alkoholu a estert (linalool, geraniol, geranylacetat). [4]

Farmakologické a biologické ucinky: Mezi pozitivni Géinky citronového oleje patii jeho

antimikrobni u¢inky. Dale se vyuzivaji jednotlivé latky izolované z citronového oleje. Jed-
nou z takovych latek jsou kumariny, které se aplikuji pti 1é€b¢ lupénky. Dalsi latkou je fla-
vonoid diosmin. Ten se vyuziva pii 1é¢bé zilni nedostate¢nosti. Mezi negativni G¢inky po-

psané u lidi 1ze jmenovat hlavné fototoxicitu a alergie. [4]

1.4.2 Hrebickovy olej

Mate¢na rostlina: Syzygium aromaticum [4]

Popis: Je stalezeleny strom s tizkymi, eliptickymi listy. Dosahuje vysky dvanacti metra. Po-
chézi z jihovychodni Asie (vychodni Indonésie). Vyuzivanymi ¢astmi stromil jsou pupeny

(samotny hiebicek), kiira nebo listy, ze kterych se nasledné ziskavaji esencialni oleje. [4]

Chemické slozeni oleje: Obsah oleje zavisi na druhu pouzité suroviny. Pupeny obsahuji 15 —
18 % oleje, kiira 4 — 6 % a listy 2 — 3 %. Olej z pupent obsahuje 60 — 90 % eugenolu, 2 —
27 % eugenolacetatu a 5 — 12 % B-karyofylenu. Minoritnimi sloZkami jsou methylsalicylat,

methyleugenol, benzaldehyd aj. [4]

Farmakologické a biologické ucinky: Hiebickova tinktura (obsahujici az 70 % alkoholu)
ucinkuje v 1é¢bé pasového oparu. Mimo to hiebicek ucinkuje proti alergiim a kiecim, prav-
dépodobné diky obsahu eugelyacetatu. Eugenol zajistuje antiseptické a Sirokospektralni

antimikrobni G¢inky na gram-pozitivni, gram-negativni bakterie a plisné. [4]

1.4.3 EO z kury skofice

Matec¢na rostlina: Cinnamomum verum, syn. Cinnamomum zeylanicum [4]

Popis: Skoticovnik je stifedné velky stalezeleny strom. Dorista Sestnact metrii vysky. Ma
pavod Vv jizni Indii a na ostrove Sri Lanka. Je popisovan jako strom s tenkou, hladkou kiirou,
svétle rizovo-hnédé barvy. Listy jsou vstiicné, eliptické, ovalné nebo kopinaté se svétle Zlu-

to-zelenymi kvéty. [4]

Chemické slozeni oleje: Kira z C. verum obsahuje velmi malé mnozstvi oleje, ca 0,4 —

0,8 %. Nejvice je v tomto oleji zastoupen cinnamaldehyd (obvykle 60 — 80 %), mezi ostatni

sloZky patii seskviterpeny (4 — 5 %), eugenol, eugenolacetat, cinnamacetat, cinnamalkohol,
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methyleugenol, monoterpeny aj. Olej z listd C. verum obsahuje ve srovnani s olejem z kiry

velké mnozstvi eugenolu (80 — 90 %), obsah ostatnich slozek je srovnatelny. [4]

Farmakologické a biologické uéinky: Extrakt ze susené kury C. verum inhibuje rtst kvasi-

nek Candida albicans. Bylo rovnéz prokazano, z EO z ktry C. verum inhibuje rast lidskych
patogennich plisni, napt. Aspergillus niger, Candida albicans, Rhizopus oligosporus a bak-
terii (Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,

Streptococcus faecalis) [4]

1.44 Tymianovy olej

Matecna rostlina: Thymus vulgaris [4]

Popis: Tymian se vyskytuje v n¢kolika druzich a odridach, jejichz klasifikace je velmi ob-
tizna. Pocet druhti tymianu se odhaduje na 100 — 400. Nejpouzivanéj$im a nevyskytovanéj-
§im druhem je Thymus vulgaris. Je to vzptimeny, stale zeleny polokei s mnoha bilymi chlu-
patymi stonky a dfevnatym kofenem. Roste do vysky 45 centimetri. Pochazi ze Stiedoze-

mi. [4]

Vv

Chemické sloZeni oleje: Bézné dostupny olej z tymianu obsahuje 0.8 — 2.6 % tékavych oleji

slozenych z vysoce proménlivého mnozstvi fenola (20 — 80 %; thymol, karvakrol), mono-

terpent (p-cymen, y-terpinen) a alkohold (linalool, a-terpineol). [4]

Farmakologické a biologické tc¢inky: Tymianovy olej pisobi proti kiecim, plynatosti.

Usnadiuje vykaslavani a vykazuje antimikrobni vlastnosti proti bakteriim a plisnim. Tyto

ucinky jsou pri¢itany konkrétné thymolu a karvakrolu. [4]

1.5 Metody pro charakterizaci sloZeni EO

V pribéhu druhé poloviny minulého stoleti bylo vyvinuto a aplikovano nékolik metod
pro charakterizaci EO. VétSina z nich byla postupné nahrazena metodami novymi a u¢inngj-
§imi. Pivodni metody vSak maji stale svilj vyznam a vyuzivaji se V pripadech, kdy je po-

ttebna orientacni a rychlé analyza.

1.5.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla jednou z prvnich metod pro charakterizaci EO

a je vyuzivana dodnes. Poskytuje cenné informace srovnatelné s jednoduchymi méfenimi
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fyzikélnich a chemickych veli¢in, a proto byla zahrnuta mezi zékladni laboratorni metody

pro hodnoceni esencialnich olejt. [8]

1.5.2 Plynova chromatografie

Dalsi metodou, ktera vSak ve srovnani s TLC poskytuje 0 EO vyrazné obsahlejsi informace,
je plynova chromatografie (GC). Historicky vyvoj této metody muize byt demonstrovan
na ctyrech ptikladech separace esencialnich olejii Routy vonné (Ruta graveolens). Separace
oleje provedena pomoci GC v roce 1961 S. Brunem vedla k jeho rozdéleni na osm slozek.
O ¢tyii roky pozdéji byla provedena analyza stejného oleje na pfistroji Perkin Elmer. Plyno-
vy chromatograf byl v tomto ptipadé vybaven dvou metrovou kolonou, tepelné-vodivostnim
detektorem a za izotermickych podminek bylo vysledkem analyzy dvacet izolovanych latek.
Dalsi zlepSeni separace slozek obsazenych v oleji z Routy bylo zaznamenano po zavedeni
moznosti analyzy pomoci programovatelného teplotniho gradientu, coz vedlo k separaci
piiblizn¢ 80 slozek. A konecn¢ v roce 1981, po zavedeni plamenové-ioniza¢niho detektoru,

doslo k navyseni detekovanych slozek na 150. [8]

Nejcastéji pouzivanou stacionarni fazi k analyze esencialnich oleji je polarni Carbowax
20M nebo nepolarni Polydimethylsiloxan (PDMS). Nejpouzivanéjsim detektorem je plame-
noveé-ionizacni (FID), ktery je vysoce citlivy na organické latky. Latky obsahujici dusik mo-
hou byt selektivné detekovany za pomoci detektoru citlivého na dusik a fosfor NPD (dusiko-
fosforovy detektor). Stale Castéji se Ize setkat i s kombinaci GC s hmotnostnim spektrofoto-

metrem (MS), jeZ umozni rovnéz strukturni analyzu separovanych analytd. [8]

Obecny piiklad eluce jednotlivych slozek EO je uveden na Obr. 8 a mozné podminky

chromatografické analyzy v Tab. 2.
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Obr. 8. Eluce typickych slozek zastoupenych v EO pomoci plyno-

|
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vé chromatografie. 8]
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Tab. 2. Ramcové podminky pro analyzu EO plynovou chromatografiz. [8]

Parametry

Kolona

Délka: 30 m
Vnitini pramér: 0.25 mm

Tloustka filmu: 0.25 um

Teplota

Rozmezi teplot: 50 — 350 °C

Rychlost ohfevu: 3 °C/min

Nosny plyn

Vodik

Rychlost nosného plynu: 36 cm/s
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2 EMULZNI SYSTEMY

Emulze jsou druhem disperznich systému skladajicich se ze dvou vzajemné nemisitelnych
kapalin, kdy jsou ¢astice jedné kapaliny (dispergovana, diskontinudlni faze) rozptyleny
Vv disperznim prostfedi (disperzni, kontinualni fazi) kapaliny druhé. Ve vétSiné potravinar-
skych emulzi se velikost ¢astic pohybuje v rozmezi 0.1 — 100 pm. Nejbézné&jsimi typy emul-
zi jsou emulze piimé - typ olej ve vodé (o/v) a emulze obracené - voda v oleji (v/0). Oba
typy jsou schematicky zndzornéné na Obr. 9. Tyto zakladni typy mohou byt rozsiteny
0 emulze slozené z polarniho oleje (naptiklad propylenglykolu) rozptyleného v nepolarnim
oleji (naptiklad parafinovém oleji) a naopak. Dal§im typem méné béznych emulzi jsou vice-
nasobné emulze. Jde naptiklad o emulze typu v/o/v. V takovych emulzich jsou malé ¢astice
vodné faze rozptyleny ve vétSich ¢asticich olejové faze a ty jsou opét dispergovany ve vodné
fazi. Aby byly tyto nemisitelné slozky dispergovany, je tieba pouzit tfeti slozku, emulgator.
Volba emulgatoru hraje roli nejen pii tvorbé samotné emulze, ale je také dulezita z hlediska

jeif stability. [18], [19], [20]

a) olejova castice b) Castice vody
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Obr. 9. Struktura emulzi o/v (a), v/o (b). [18]

2.1 Klasifikace emulznich systému

Emulze mohou byt klasifikovany podle celé fady hledisek. Jednou z moznosti je 1 klasifika-
ce podle povahy pouzitého emulgatoru nebo podle struktury systému. Ptiklady tohoto druhu

klasifikace jsou uvedeny nize.
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Rozdéleni emulznich systému

1. Podle povahy emulgatoru:

jednotlivé molekuly a ionty;
neionické surfaktanty;
ionické surfaktanty;

smési surfaktant(;

neionické polymery;
polyelektrolyty;

smési polymert a surfaktanti,

pevné Castice.

2. Podle struktury systéemu:

olej ve vodé a voda v oleji (podle povahy vnitini faze);
micelarni emulze (mikroemulze);

makroemulze;

dvojfazové nebo vicefazové emulze;

smési emulzi. [18]

2.2 Rozpad emulznich systémii

Nekteré vlivy, naptiklad skladovani, mohou zapficinit rozpad emulzi, ktery se miize proje-

Vit;

e zmeénou distribuce velikosti ¢astic nebo rozdilu hustoty mezi disperzni a dispergova-

nou fazi;

e zmeénou solubilizace dispergované faze;

e rozruSenim filmu stabilizujiciho dispergované kapky v celém systému;

e fazovou inverzi. [18]

Nez budou nize popsany jednotlivé typy rozpadu emulzi a jejich mechanismy, Ize v souvis-

losti s touto problematikou hovotit mimo jiné také o termodynamické a kinetické stabilité.

Termodynamicka stabilita popisuje pravdépodobnost, s jakou se dany typ emulze rozpadne.

Zatimco kineticka stabilita vyjadiuje, kdy k rozpadu dojde. Emulze jsou kineticky stabilni,

ale termodynamicky nestabilni. [21], [22]
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Mozné mechanismy rozpadu emulzi jsou graficky znazornény na Obr. 10. Fyzikalni vliv
podilejici se na kazdém z mechanismil rozpadu neni zcela jednoznacny, vyzaduje posouzeni
jednotlivych dil¢ich povrchovych vlivi, které dany typ rozpadu podnécuji. Jednotlivé diléi
procesy pak probihaji vétSinou soucasné, nikoliv postupné za sebou, coz komplikuje moz-
nosti jejich podrobné analyzy. V nasledujici ¢asti budou popsany jednotlivé typy rozpadu

emulzi, jejich charakteristika a moznosti, jak jim pfedchazet. [18]

2.2.1 Krémovani a sedimentace

wrw e

bo odstiedivych. Pokud tyto sily pfekonaji Browntiv tepelny pohyb emulznich kapek, vytvo-
i1 se v systému koncentracni gradient tak, ze se vétsi kapky zacnou pohybovat nahoru k hla-
diné (pokud je jejich hustota niz$i, nez hustota disperzniho prostredi) nebo klesaji ke dnu (v
ptipadé, ze je hustota kapek vyssi, nez hustota disperzniho prostiedi). V meznim piipadé
se mohou emulzni kapky velmi tésné uspofadat (bud’ nahodné nebo fizen¢) v horni ne-
bo dolni c¢asti systému, pii¢emz zbytek systému tvoii pouze kontinualni, disperzni faze.
V dusledku tohoto velmi tésného uspofddani mohou vznikat vysoce koncentrované ne-
bo gelovité emulze, které jiz nemohou sedimentovat a vykazuji nékteré mechanické vlast-

nosti obdobné vlastnostem geld. [18], [23]

2.2.2 Flokulace

Flokulace je jev, kdy emulzni kapky agreguji bez jakékoli zmény jejich velikosti do vétsich
celkii. Dochézi k tomu pii nedostate¢né velikosti Van der Waalsovych sil, kdy vznika maly
odpor mezi ¢asticemi disperzni faze, a tak se ¢astice k sobé mohou pfibliZit na malou vzda-

lenost. [18], [24]

2.2.3 Ostwaldovo zrani

Tento jev vznika jako disledek vzajemné rozpustnosti obou kapalnych fazi tvoficich emulzi.
I kdyz jsou tyto kapaliny obvykle oznacovany jako nemisitelné, jsou Casto vzdjemné roz-
pustné, a tato vzajemna rozpustnost neni nezanedbatelna. V emulzich, které jsou polydis-
perzni, pak budou mit mensi emulzni kapky vétsi rozpustnost ve spojité fazi (druhé kapali-
né¢) ve srovnani s kapkami vét§imi. V prabéhu casu pak mensi kapky postupné ,,mizi“, pro-
toze jejich molekuly difunduji do celého objemu emulze a jsou pohlceny vétsimi kapkami.

S rostoucim ¢asem se tedy distribuce velikosti kapek posouva k vys$§im hodnotam. [18]
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2.2.4 Koalescence

Pfi koalescenci dochazi ke ztenCeni a naruseni kapalného filmu stabilizujiciho jednotlivé
emulzni kapky, ¢imz dochazi ke spojeni dvou nebo vice kapek a vytvaii se jedna kapka
(zmenSuje se plocha fazového rozhrani). Velké kapky pak mohou sedimentovat. Tento jev
urcujicich jejich dobu zivotnosti. Limitnim pfipadem koalescence je Giplna separace emulze

na dv¢ odd¢lené kapalné faze. [18], [23], [24]

2.2.5 Fazovainverze

Pti fazové inverzi dochdzi k vyméné vnitini a vnéjsi faze. Emulze typu o/v mize byt vlivem
¢asu nebo zménou podminek pfeménéna na emulzi v/o. Fazova inverze byva popisovana

jako pfechodny stav, kdy jsou vyrabény vicefazové emulze. [18]
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Obr. 10. Schematické zndzornéni moznych mechanismui rozpadu emul-

zi. [18]
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2.3 Mikroemulze

Jiz bylo uvedeno, Ze existuje vice typt emulznich systému. Z nich budou podrobnéji popsa-

ny mikroemulze, kterym je jim vénovana experimentalni ¢ast této prace.

Mikroemulze mohou byt definovany jako homogenni, transparentni, termodynamicky sta-
bilni disperze vody a oleje stabilizované surfaktantem, obvykle v kombinaci s ko-
surfaktantem, s velikosti ¢astic v rozmezi 5 — 140 nm. Surfaktant je pfidavan z dvodu pred-
chazeni separace olejové a vodné faze, coz byva nejcastéjsi dasledek rozpadu emulznich
systému. Molekula surfaktantu je slozena z polarnich i nepolarnich skupin a vykazuje tedy
amfifilni charakter. Adsorbuje se na rozhrani fazi, kde snizuje mezifazové napéti. [25], [26],

[27], [28]

2.3.1 Popis chovani mikroemulzi

Studium fazového chovani hraje klicovou roli v rozSifeni znalosti o koloidnich ne-
bo izotropnich (emulznich) systémech. Komplexni série interakci, jez nastanou po smichani
ruznych poméra jednotlivych sloZzek tvoticich mikroemulzi, je moZzno popsat pomoci nasle-
dujicich typt fazovych diagramt: kvartérni, ternarni, pseudoternarni a pseudobinarni. Tyto
diagramy mohou popisovat fazové projevy, které jsou kliCové pro studium mikroemulzi.
Fazovymi diagramy lze popsat nejen oblast vyskytu jedno a vicefdzovych systémi,
ale rovnéz charakterizovat rovnovahu mezi jednotlivymi fazemi. Solubilizace a mezifazové
vlastnosti mikroemulzi zavisi na tlaku, teploté a pfedevsim na povaze a koncentraci jednot-
livych slozek. Stanoveni fazovych diagramti (neboli fazovych map) a rozmisténi rizné vy-
tvofenych struktur v tomto systému voda — olej — surfaktant — ko-surfaktant je pro popis

emulznich systému velmi dalezité. [26]

Kvartérni fazové diagramy

Tyto diagramy jsou vytvotfeny z pravidelnych Ctyfsténl slozenych ze ¢tyf rovnostrannych
trojtihelniktl (schematické znazornéni je uvedeno na Obr. 11). Takové diagramy jsou vyuzi-
vany ke znazornéni sloZeni jednotlivych slozek systému, pti¢emz kazdy roh diagramu pied-
stavuje 100% zastoupeni kazdé slozky a hrany znazoriiuji dvouslozkové smési. Sestrojeni
kvartérnich fazovych diagramt je vSak velmi ¢asové naroc¢né a jejich interpretace je casto

velmi slozita. [26]
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surfaktant

ko-surfaktant

voda

Obr. 11. Znazornéni fazového chovani
ctyrslozkového systému;, srafovanad ob-
last predstavuje pevny pomer surfaktan-

tu a ko-surfaktantu. [26]

Pseudoternarni fazové diagramy

Pti popisu fazového chovani disperznich systémi se v praxi mnohem vice uplatiuji rovinné
fezy Ctyfsténnymi diagramy, tzv. pseudoternarni fazové diagramy. V tomto typu diagrami
je zachovano neménné slozeni jedné slozky emulze a méni se ostatni tfi, nebo je neménny
pomér dvou slozek, nejéastéji to byva surfaktant a ko-surfaktant. Pti udrzeni konstantni tep-
loty a tlaku je ternarni fazovy diagram jednoduchych, tfislozkovych mikroemulzi rozdélen
do dvou nebo ¢ty oblasti. Kazdy bod v diagramu, jenz lezi v oblasti vyskytu jediné faze
nad hranici omezené misitelnosti (binodalni kiivka), odpovida mikroemulzi. Cast pod touto

hranici pfedstavuje multifizovou oblast. Struktura pseudoternarniho diagramu je popsana
na Obr. 12. [26], [29]
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Surfaktant + ko-surfaktant

Mikroemulze
typu v/o

Mikroemulze
typu o/v

Micelarni Inverzni
micelarni
roztoky
Makroemulze

Voda Olgj

Obr. 12. Hypotetické fazové oblasti mikroemulznich

systémai. [30]

2.3.2 Typy mikroemulzi

Mikroemulze mohou byt klasifikovany podle fazové rovnovahy na Ctyfi zakladni typy [26],
[31]:

e typ I (Winsor I): pouzity surfaktant je pfednostné rozpustny ve vodné fazi a vznikaji
tak mikroemulze olej ve vod¢ (o/v). Vodna faze obsahujici surfaktant se vyskytuje
spole¢né s olejovou fazi, v niz je surfaktant pfitomen v nizké koncentraci jako mo-
nomer;

o typ Il (Winsor Il): pouzity surfaktant je rozpustny pievazné v olejové fazi a vznikaji

proto mikroemulze typu voda v oleji (v/0). Surfaktant se vyskytuje pievazné v olejo-
vé fazi, zatimco vodna faze je prakticky bez surfaktantu;

e typ Il (Winsor IlI): pfedstavuje tfifazovy systém, kdy se surfaktant vyskytuje

ve ,,stfedni fazi“ (bikontinualni faze). Ta obsahuje mikrodomény O a W a je v rovno-
vaze s horni fazi obsahujici ptebytek oleje 1 se spodni fazi s piebytkem vody;

e typ IV (Winsor 1V): jednofazovy izotropni micelarni roztok, ktery vznika po ptidani

dostatecného mnozstvi amfifilni latky (surfaktantu s alkoholem).
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2.4 Surfaktanty

Surfaktanty latky jsou latky, které snizuji povrchové napéti na fazovém rozhrani. Stejny vy-
znam ma 1 v literatuie hojn¢ vyuzivany vyraz povrchov¢ aktivni latky (PAL). Kromé téchto
dvou oznaceni se pouziva i termin tenzid. Obecné je termin tenzid pouzivan pro latky,

jez snizuji povrchové napéti jiz v relativné nizkych koncentracich. [24]

Pro ptipravu emulznich systémt, jak jiz bylo zminéno vyse, je nutné pouziti surfaktantt.
Jsou to latky ovliviiujici energetické poméry na rozhrani dvou fazi. Vysledkem byva nejcas-
t&ji snizeni mezipovrchového napéti. Tyto specifické vlastnosti jsou dany chemickou a fyzi-
kalni strukturou jejich molekul. Hydrofilni a hydrofobni ¢ast molekuly byva typicky ohrani-
¢ena. Toto molekulové uspofadani je oznaovano jako antipatické nebo amfifilni. Velikost
obou c¢asti molekuly ovliviiuje chovani surfaktanti v roztoku. V polarnim rozpoustédle
se surfaktanty snazi seskupit takovym zplisobem, aby hydrofobni ¢asti molekuly byly
co nejméne ve styku s rozpoustédlem. Hydrofilni ¢ast ma naopak velkou afinitu k vodé

a je orientovana opaénym smérem. [24]

2.4.1 Rozdéleni surfaktantu

Surfaktanty tvofi Sirokou skalu latek, které 1ze klasifikovat podle n€kolika hledisek. Napfi-
klad podle:

e hydrofilni skupiny (iontového charakteru);
e hodnoty HLB;

e systematiky organickych slouc¢enin. [24]

Podle typu hydrofilni skupiny a jeji schopnosti disociovat na ionty jsou surfaktanty déleny
do dvou velkych skupin na:

e lonické
o Anionické — hydrofilni ¢ast je zaporn€ nabitd. Prikladem téchto skupin
v anionickych tenzidech jsou naptiklad karboxylova skupina (RCOO M),
sulfo skupina (RSO3 M), sulfatova skupina (ROSO3; M") nebo fosfatova
skupina (ROPO3; M"). [32]
o Kationické — hydrofilni skupina nese kladny naboj. Patii sem napftiklad kvar-
térni amoniové soli (R4N"X"), kdy &tyti substituenty R mohou, ale nemusi

byt stejné. V praxi jsou odvozené z jedné skupiny latek. [32]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

o Amfoterni (zwitterionické) — molekula tenzidu obsahuje nebo mtize obsahovat
jak kladné nabitou skupinu, tak zdporné nabitou skupinu. Pfikladem muiize byt
sulfobetain RN*(CH3),CH,CH,S05 . [32]

e Neionické - hydrofilni skupina vykazuje nulovy naboj, ale od velikosti v§ech hydro-
filnich skupin je odvozovéana rozpustnost téchto tenzidi ve vod¢. Jde naptiklad

0 polyoxyethylenové skupiny nebo skupiny polyol obsahujici cukry. [24], [32]

V dalsi ¢asti prace bude pozornost vénovana pouze neionickym tenzidim. Divodem tohoto

vybéru je jejich praktické vyuziti v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

2.4.2 Neionické surfaktanty

Neionické surfaktanty jsou slouéeniny, jejichZz povrchova aktivita neni vazana na kladné
ani zaporn¢ nabitou ¢ast molekuly. Molekula tohoto typu tenzidi ma piesto amfipatickou
strukturu, kdy hydrofilni ¢ast molekuly pfedstavuji naptiklad kyslikaté mistky, hydroxylové

skupiny nebo jejich vzajemna kombinace. [33]

Vétsina neionickych PAL ma o jeden tad nizsi kritickou micelarni koncentraci (CMC) nez
surfaktanty ionické. Vzhledem k povaze hydrofilni ¢asti molekuly nejsou citlivé na pfitom-
nost iontd (piedevdim Ca?* a Mg?") ani napH roztoku. Mnoho neionickych surfaktantd,
zvlasté polyoxyethylenového typu, disponuje zvlastni charakteristikou, kterou je inverzni
zavislost jejich rozpustnosti na teploté. V praxi to znamena, Ze se zvysujici se teplotou spoji-
té faze (obvykle vody), jejich rozpustnost klesd. Tento jev byva objasfiovan narusenim spe-
cifickych interakci, konkrétné vodikovych vazeb, mezi molekulami vody a molekulami po-
lyoxyethylenu. Teplota, pfi niz dochazi k vysraZeni surfaktantu, je oznafovéana jako bod
zakalu. Obecné plati, ze bod zakalu dané skupiny surfaktanti (se stejnym poctem hydrofob-

nich skupin) se zvySuje s pfibyvajicim poctem polyoxyethylenovych skupin. [33], [32]

Neionické surfaktanty lze délit podle nékolika hledisek, naptiklad podle HLB nebo podle
povahy mustkd, které spojuji hydrofilni a hydrofobni ¢asti molekuly. [33]

Podle typu mustku lze surfaktanty délit na:

surfaktanty s etherickym mustkem;

surfaktanty s esterickou skupinou;

surfaktanty s amidovou skupinou;

surfaktanty s dusikatym mistkem [33].
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Neionické surfaktanty polyoxyethylenového typu

Asi 80 % z neionickych tenzidl jsou derivaty ethylenoxidu obsahujici ethericky mustek.
Ethylenoxid je velmi reaktivni sloucenina, ktera snadno reaguje s kazdou latkou, ktera obsa-
huje aktivni vodik. Mezi takové latky patii napiiklad mastné kyseliny, alkoholy, aminy ne-

bo fenoly. Surfaktanty tohoto typu maji nasledujici obecny vzorec:
RX[CH,CH,O]H,

kde R predstavuje hydrofobni skupinu surfaktantu (obvykle C; az Cy) a X ptedstavuje hete-
roatom, napiiklad kyslik, dusik nebo jinou skupinu schopnou spojit polyoxyethylenovy feté-

zec s hydrofobni ¢asti molekuly. [32]
Priklady vlastnosti typickych neionickych surfaktantd, Tweeni, jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3. Hodnoty vybranych vlastnosti nekolika druhii neionického surfaktantu (Twee-
nu). [34]

Molekulova CMC
Sumarni Hydrofobni
Surfaktant Ui hmotnost HLB
vzorec skupina gl

P [g-mol™] [mg-1"]
Tween 20 C12SsE20 Laurat 1226 44 — 58 16.7
Tween 40 C16S6E20 Palmitat 1282 30-51 15.6
Tween 60 C18S6E20 Stearat 1310 26 —55 14.9
Tween 80 C18SsE20 Oleat 1308 33-45 15.0

Kde: C — pocet uhlikii, S — sorbitanovy kruh, E — pocet ethylenoxidovych skupin.

243 HLB

Dutlezitou charakteristikou surfaktantll je hodnota HLB neboli hydrofilné-lipofilni rovnova-
ha. Jde v podstaté o empirické vyjadieni rovnovahy hydrofilnich a hydrofobnich skupin pii-
tomnych v molekule. Tento koncept byl poprvé uveden Griffinem [35], ktery na zakladé
charakterizace tady surfaktanti odvodil pro stanoveni HLB empirickou rovnici (Rov. 1)

pro neionické alkylpolyglykolethery zalozenou na chemickém slozeni surfaktantu. [24], [36]
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E;wt% + OHwt%
HLB = 22 - 2 Q)

kde
Ejwt% - hmotnostni procenta etylenoxidovych skupin;

OHwt% - hmotnostni procenta hydroxylovych skupin [36].

Pozdé&ji byla rovnice Rov. 1 upravena a byla navrzena obecnéjsi empiricka rovnice (Rov. 2),

ktera pracuje s tabelovanymi konstantami hydrofilnich a hydrofobnich skupin [24], [37]:
HLB = [(ny - H) — (n, - L)] + 7, ()
kde

H a L jsou konstanty hydrofilnich a hydrofobnich skupin;

Ny a N pocty hydrofilnich a hydrofobnich skupin v molekule surfaktantu. [37]

Aby vznikla stabilni mikroemulze, musi byt relativni pomér hydrofilnich a hydrofobnich
skupin, tedy HLB surfaktantu, spravné zvolen pro kazdy typ pouzitého oleje. Prostfednic-
tvim svého vlivu na sbaleni molekuly a zaktiveni filmu ur¢uje HLB rovnéz typ mikroemul-

ze, ktera vznikne (0/v, v/o, dvojité mikroemulze). [26]

2.5 Charakterizace emulznich systémiu

vvvvvv

V systému obsazZeny. Pokud maji ¢astice v emulzi stejnou velikost, jedna se o0 monodisperzni
emulzi. Jestlize jsou Castice riznych velikosti, jde o emulzi polydisperzni. Velikost Castic
monodisperzni emulze mize byt charakterizovana jednim parametrem, naptiklad primérem
Castice. Monodisperzni emulze byvaji nékdy pfipravovany a vyuzivany pro zakladni studie,
protoze interpretace experimentalnich vysledkti je mnohem jednodussi, nez v ptipadé emulzi

polydisperznich. [19]

2.5.1 Fotonova korelac¢ni spektroskopie

Metodou, kterou lze stanovit velikost Castic, je fotonova korelaéni spektroskopie, jinak

oznacovana jako dynamicky rozptyl svétla nebo také kvazielasticky rozptyl svétla. Fotonova
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korelacni spektroskopie (PCS z angl. photon correlation spectroscopy) méii Browniv po-
hyb, ktery ma ptimy vztah prave k velikosti ¢astic. [38], [39], [40]

Cim vétsi &astice jsou, tim je Browntv pohyb pomalejsi. Mensi &astice jsou snadngji posu-
novany molekulami rozpoustédla a pohybuji se tak rychleji, nez Castice vétsi. Jednim
z parametru pii méfeni metodou PCS je viskozita, ktera je exponencialni funkci teploty. Pro-
to je dilezité udrzovat pii celém procesu meéteni stalou teplotu. Teplota je dilezitd nejen
vzhledem k viskozité, ale kolisani teploty by mohlo porusit nahodnost Brownova pohybu,

¢imz by mohlo dojit ke $patné interpretaci namétenych vysledku. [38], [39], [40]

Rychlost Brownova pohybu je popisovana pomoci tzv. transla¢niho difuzniho koeficientu.
Velikost castic je pocitana pravé z translacniho difuzniho koeficientu vyuzitim Stokes-

Einsteinova vztahu (3) [38]:

kT
d(H) = 3D’ 3)

kde:

d(H) — hydrodynamicky polom¢ér;

D — transla¢ni diftizni koeficient;

k — Botzmannova konstanta;

T — absolutni teplota;

n — viskozita.

Transla¢ni diftzni koeficient neni zavisly pouze na velikosti ¢astic, ale i na dalsich povrcho-
vych vlastnostech, napfiklad na koncentraci nebo na druhu ionti v méfeném prostiedi. [38]
2.5.2 Teorie rozptylu svétla

Metoda rozptylu svétla vychazi z teorii Rayleigho a Mieho. Prvni z nich se zabyva malymi
casticemi, jejichz velikost je mensi, nez vinova délka pouzitého svétla (laseru). Intenzita
svétla rozptyleného touto cCastici bude v podstaté izotropni, tzn. stejnd ve vSech smé-
rech. [38]

Rayleiho teorie je popséana dvéma vztahy, a to: 1) | a d® a 2) | « 1/4*, kde | je intenzita roz-
ptyleného svétla, d je pramér ¢astice a A je vinova délka dopadajiciho svétla. Prvni ze vztaht
tedy vyjadiuje, Ze velikost rozptylujici Gastice je umérna d°, co? znamend, Ze napiiklad

50 nm &astice budou 10° krat (tedy milionkrat) vice rozptyleny, neZ &astice 0 velikosti 5 nm.
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Proto pii PCS analyze vznika riziko, ze svétlo rozptylené velkymi ¢asticemi ,,prekryje svét-
lo, které rozptyluji ¢astice malé. To predstavuje komplikaci v okamziku, kdy pfi méfeni
smési velkych (naptiklad 1000 nm) a malych (ca 10 nm) ¢astic bude ptispévek K celkové
hodnot¢ rozptyleného svétla, tvofeny mensimi ¢asticemi, nepatrny. [38]

Pokud velikost Castice pfiblizn¢ odpovida vinové délce pouzitého svétla nebo je veétsi,
je rozptylené svétlo funkci thlu pozorovani a rozptylova funkce vykazuje maxima a minima.
V tomto ptipadé pak plati Mieho teorie, ktera jako jedind Spravné popisuje tato minima
a maxima intenzit a poskytuje vysledky bez ohledu na pouzitou vinovou délku primarniho

paprsku, velikost ¢astic nebo uhel méfeni. [38]

2.5.3 Vyhody a nevyhody PCS

Stejné jako kazda jina metoda slouzici k charakterizaci emulznich systému ma i PSC nékolik

vyhod i nevyhod. Z vyhod Ize jmenovat naptiklad [41]:

e rychlé méfeni (v fadech sekund az minut),
e neni nutna kalibrace pomoci standardii se znamou velikosti Castic,

e rozsah méfeni od 1 nm do nékolika, obvykle 4 um.

Z hlavnich nevyhod by neméla byt opomenuta skute¢nost, Ze jde 0 metodu citlivou na pfi-
tomnost necistot. Samotnou interpretaci vysledkii mohou ovlivnit napiiklad prach, vzducho-
vé bubliny nebo taky mechanické poskrabani métici kyvety. Dalsi nevyhodou miize byt mé-

feni pouze transparentnich vzorkd. [42]

2.6 Studium antimikrobnich vlastnosti

Pro posouzeni antimikrobnich vlastnosti esencidlnich oleju, at’ uz jako takovych nebo en-
kapsulovanych v mikroemulzich, je mozZzno pouzit bézné, konven¢ni metody stanoveni anti-
mikrobni u€innosti latek. Vyuzivaji se dva zakladni druhy testovani. Jde o agarovou diftizni

metodu a o dilu¢ni metodu. [43]

2.6.1 Agarova difuzni metoda

Principem této metody je inokulace mikroorganismi na povrch agaru (nejcasteji Miieller —
Hintontv agar) deponovaného na Petriho miskach. Po odsati ptebyteéného mnozstvi inokula
jsou na povrch agaru kladeny disky s antimikrobni, zkoumanou latkou. Po predepsané dob¢

inkubace (v zavislosti na druhu mikroorganismu) jsou zméteny velikosti inhibi¢nich zon
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vytvofenych kolem jednotlivych diskli. Velikost vytvofenych inhibi¢nich zon je piimo

umérna antimikrobnimu ucinku testovanych latek. [44]

2.6.2 Dilu¢ni metoda

Cilem dilu¢nich metod pfi stanoveni antimikrobniho ucinku latek je sledovani minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) sledovanych koncentracnich fad zkoumanych latek. VétSinou
se pripravi 12 — 15 roztoku, které jsou nasledné fedény dvojkovou, geometrickou fadou.
Na jednu Petriho misku s agarem obsahujici jednu koncentraci antimikrobni latky

se naockuje testovany pocet bakterialnich kmenti. [44]

Po naockovani se misky inkubuji pfi doporucené teploté po stanovenou dobu (nejcastéji 18 —
20 hod pfi 35 °C). Soucasné s testovanymi kmeny je nutné provést test citlivosti i pro dany
referencni kmen, jehoz hodnota MIC je znama. Ke kvantitativnimu stanoveni MIC
je agarova diluéni metoda pozménéna na metodu, kde jsou bakterie kultivovany v bujonu.
Stanovuje se MIC ve sterilnich, plastovych zkumavkach nebo mikrotitra¢nich desti¢kach.
Do jednotlivych jamek desticky obsahujicich v bujonu nafedéné roztoky antimikrobnich
latek jsou pfidany bakterialni suspenze a je sledovana viditelnd inhibice ristu bakterii. [44],

[45]

Praktické vyhodnoceni je provadéno na zakladé méfeni turbidity. Mikrotitraéni desticky
se smési bakterii a bujonem naredéné antimikrobni latky jsou po inkubaci nejprve nékolik
sekund homogenizovany protfepanim a ihned proméfeny fotometrem pii dané vinové délce.
ME¢fi se intenzita zakalu v zavislosti na bakteridlnim ristu. Tato metoda je vhodna pro testo-
vani antimikrobniho piisobeni mikroemulzi, diky jejich transparentnosti a stabilité. Nedo-

chazi k jejich rozpadu, zakaleni a tim padem ke zkresleni vysledku. [43]

Jak bylo popséano vyse, zptsobt, jak studovat bakteriostatické, piipadné baktericidni puso-
beni zkoumanych latek, je fada. Podrobné&jsi popis jednotlivych metod je uveden v praci
[16]. Dalsi moznosti, jak lze studovat vliv téchto latek na mikroorganismy, potazmo jednot-

livé buniky, je pritokova cytometrie.

2.7 Cytotoxicita

Sledovani antimikrobnich vlastnosti pfedstavuje v praxi odezvu prokaryotickych organismi
na pusobeni sledované latky. V fad¢ ptipadl jsou antimikrobni vlastnosti latek spojeny
s jejich cytotoxicitou, tedy negativnim efektem na bunky eukaryotické. Z tohoto divodu

je cytotoxicité¢ mikroemulzi vénovana pozornost i v této praci.
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2.7.1 Pratokova cytometrie

Jednou z metod, jak lze cytotoxicitu stanovit, je prutokova cytometrie. Je to rychla technika,
ktera je schopna simultanné¢ méfit vice fyzikalnich vlastnosti jednotlivych Castic, nejCasteji
bunék, které jsou vétsinou znaceny specifickymi fluorochromy a které se pohybuji v proudu
kapaliny ptes laserovy paprsek. Mnozstvi navazaného barviva na sledované struktury pak
odpovida intenzité¢ fluorescence testovanych bunék. Méfenymi vlastnostmi jsou napiiklad
relativni velikost ¢astic, relativni zrnitost, vnitini slozitost nebo intenzita fluorescence. Tyto
vlastnosti jsou stanoveny spojenim optického a elektronického systému, ktery zaznamenava,
jak buiiky nebo castice rozptyluji dopadajici laserové svétlo a jak intenzivné fluoreskuji.

Ziskané informace jsou kvalitativni i kvantitativni. [46], [47], [48], [49], [50]
Prutokovy cytometr je slozen z tii dalezitych ¢asti: fluidika, optika a elektronika. [46], [49]

e Fluidni systém transportuje ¢astice proudem kapaliny do paprsku laseru.

e Optika obsahuje jako zdroj zaieni obvykle dva nebo tii lasery, které v proudu vzorku
ozartuji jednotlivé Castice a optické filtry usmériuji vysledné svételné signaly do pfi-
sluSnych detektord.

e Elektronika pak ptevadi svételny signal na signal elektronicky, ktery muze byt zpra-

covan pomoci softwaru.

V pritokovém cytometru jsou castice unaSeny do laserového pruseciku. Pro analyzu jsou
vhodné jakékoliv nerozpustné &astice nebo buiiky o velikosti 0.2 — 150 um. Cast proudu
tekutiny, kde se nachazi Castice nebo bunky, je oznaCovana jak jadro vzorku. Kdyz Castice
nebo bunky prochazeji prisec¢ikem laserovych paprskt, dochazi k rozptylu zafeni. Toto roz-
ptylené a fluoreskujici zafeni je pak zachyceno a shromazd’ovano vhodné sestavenou sou-
stavou ¢ocek a odeslano do detektoru. Detektor piijaty signal vyhodnoti a vystupem je elek-

tronicky signal. [46]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V nasledujici ¢asti prace budou piedstaveny informace dostupné z literatury, jez se zabyvaji
santimikrobnim ptsobenim esencialnich olejii na vybrané bakterialni kmeny, piipadné in-

formace vénované analyze samotnych esencidlnich oleja.

Antimikrobnim pisobenim esencialnich oleju proti bakterialnim kmenlim se zabyvali Ruse-
nova a Parvanov, kteti sledovali u¢inek dvanacti esencialnich oleji na ¢trnact bakteridlnich
kment [51]. Mezi testovanymi oleji jsou vSechny oleje studované v piedlozené diplomové
praci. Uginnost oleji byla sledovana, mimo jiné, na Staphylococcus aureus, Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa. K samotnému hodnoceni antimikrobniho pisobeni pouzili
dvé metody, a to agarovou difuzni a dilu¢ni metodu. Diftizni metodou byly testovany tymia-
novy, skoficovy a citronovy olej, zatimco dilu¢ni metodou olej tymianovy, hiebickovy

a skoficovy.

Nejvetsi inhibicni zony, tedy nejlepsi antimikrobni G¢innost byla pozorovana u tymidnového
oleje, ktery byl u¢inny proti bakterii Escherichia coli. Tyto vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.
V piipadé skoticového oleje byly vytvofené inhibi¢ni zony nejvétsi u Staphylococcus au-
reus. Citronovy olej u vSech tfi mikroorganismi netvofil Zadné inhibi¢ni zony. V ptipade
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (Tab. 5) byla nejcitlivejsi bakterii Escherichia

coli, kdy ve srovnani se Staphylococcus aureus byla MIC pouzitych oleju vzdy poloviéni.

Tab. 4. Velikosti inhibicnich zon v mm vybranych EO na pouzité mikroorganismy. [51]

Mikroorganismus

Tymidnovy olej

Skofticovy olej

Citronovy olej

S. aureus 30.7+2.3 36.0+1.7 0
E. coli 39.2+1.2 35.0+1.0 0
P. aeruginosa 140+2.6 20017 0

Tab. 5. Minimalni inhibicni koncentrace pouzitych olejii v % obj. [51]

Mikroorganismus Tymidnovy olej Hiebickovy olej Skofticovy olej
S. aureus 0.50 0.250 0.030
E. coli 0.25 0.125 0.015
P. aeruginosa 2.00 >2.00 0.125
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Francouzsko-belgicky tym se Vv praci [52] zabyval podobnou tématikou jako autofi prace
[51] stim rozdilem, ze misto agarové difuzni metody sledovali rustovou kiivku bakterii
Vv piitomnosti studovanych oleji. Mimo tato antimikrobni testovani byly esencialni oleje
analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem. Pouzili nasledujici chro-
matografické podminky: 60 m dlouha kapilarni kolona méla vnitini pramér 0.25 mm
s tloustkou filmu 0.5 pum. Jako nosny plyn bylo pouzito helium. Termostat byl zahtivan
5 min pfi 50 °C a nasledné byl naprogramovan ohtev 2 °C za minutu az do konecné teploty
250 °C. Tato teplota byla udrzovana 20 min. Injektor a detektor byly vytemperovany na 250
a 280 °C. Nasttikovy objem byl 1 pl roztoku oleje v hexanu (v poméru 5/100). Namé&fené
vysledky byly vyhodnoceny pomoci knihovny spekter a jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek studovanych EO. [52]

Analyzovana slozka Skoticovy olej Hiebickovy olej Tymianovy olej
Limonen 0.19 n n
Cinnamaldehyd 68.79 n n
Eugenol 6.96 65.28 n
Eugenolacetat n 12.25 n
Linalool 0.80 n 5.39
3-karyofylen 1.16 8.73 10.93
Thymol n n 13.54
Karvakrol n n 2.21

N - neidentifikovano.

Cilem prace [53] bylo sledovat antimikrobni ucinky hiebickového oleje (samotného
a v kombinaci s rozmarynovym olejem). Dfive nez byl hiebickovy olej testovan, byl analy-
zovan pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem. Pti danych podminkéach
byl v oleji identifikovan eugenol (68.5 %), B-karyofylen (19.0 %) a a-karyofylen (1.9 %).
Podminky byly nastaveny nasledovné: 30 m kolona z taveného kiemene (fused silica)
S vnitinim primérem 0.25 mm a tloustkou filmu 0.25 um; nosny plyn byl helium
s pritokem 1 ml-min™; kolona byla naprogramovéana z 50 na 240 °C s ohfevem 8 °C za mi-
nutu. Jednotlivé slozky oleje byly identifikovany a srovndvany s knihovnou hmotnostnich
spekter. Antimikrobni vlastnosti byly testovany pomoci agarové difuzni a dilu¢ni metody.

Pti dilu¢ni metod¢ byly roztoky esencidlnich oleji rozpustény ve vysterilizovaném fyziolo-
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gickém roztoku (0.9 % NaCl) s ptidavkem Tweenu 80 do vysledné koncentrace 0.5 %. Oleje
byly nafedény do koncentraci 0.156 — 4.000 %. [53]

Velikost inhibi¢nich zon se pohybovala v rozmezi 9.5 — 19.5 mm. Testovani bylo provedeno
na nasledujicich bakteriich: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa. Rozmezi minimalnich inhibi¢nich koncentraci hiebi¢kového
oleje na tyz bakteriich bylo stanoveno na 0.125 — 0.500 % obj. [53]

Co se tyka vysledkl stanoveni MIC esencidlnich olej, jsou srovnatelné s vysledky v praci
[51]. I kdyzZ jde o latky piirodni, a tedy s moznym proménlivym obsahem, fadové se jejich
MIC nelisi.

Z vyse uvedenych poznatki Ize fici, ze ze vSech testovanych bakterii je vic¢i ptisobeni esen-
cialnich olejii nejvice citlivou bakterii gram—negativni Escherichia coli. Zaroven nejlepsi
antimikrobni U¢inky vykazoval skoficovy olej (jak agarovou difuzni, tak diluéni metodou).
Pro analyzu slozeni esencialnich oleji je plynova chromatografie vhodnou metodou, zvIlasté
pokud je pfistroj vybaven hmotnostnim detektorem. Oproti FID detektoru neni tieba stan-

dardd, namétfené vysledky 1ze porovnavat s rozsahlou knihovnou diive naméfenych spekter.
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4 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat dané téma formou literarni reSerSe se zaméefenim
na esencialni oleje, zvlasté ty, které byly pouzity v experimentalni ¢asti prace. Dale bylo
ukolem zpracovat problematiku emulznich systému a vénovat se predev§im mikroemulzim,

jejich vlastnostem, stabilit¢ a charakterizaci.

V praktické Casti bylo tkolem pfipravit stabilni mikroemulze s esencidlnimi oleji tak,
aby obsah enkapsulovaného oleje byl co nejvyssi za soucasného zachovani jejich dlouhodo-
bé stability. Ukolem rovnéz bylo piipravené mikroemulze vhodnymi zptisoby charakterizo-
vat, podrobit je antimikrobnimu zkouseni a samotné esencialni oleje analyzovat plynovou

chromatografii.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A PRISTROJE

5.1 Pouzité materialy a chemikalie
Esencialni oleje

Pro ptipravu mikroemulzi a jejich naslednou analyzu plynovou chromatografii byly pouzity

nasledujici oleje a aktivni latky:

e citronovy olej (Biomedica, Praha);

e citronovy olej (Nobilis Tilia, Krasna Lipa);
e skoficovy olej (Biomedica, Praha);

e skoficovy olej (Nobilis Tilia, Krasna Lipa);
e hiebickovy olej (Biomedica, Praha);

e hiebickovy olej (Nobilis Tilia, Kradsna Lipa);
e tymidnovy olej (Biomedica, Praha);

e tymidnovy olej (Nobilis Tilia, Krasna Lipa);
e cinnamaldehyd (Sigma Aldrich);

e limonen(Sigma Aldrich, Némecko);

e linalool (Sigma Aldrich, Némecko);

e karvakrol (Sigma Aldrich, Némecko);

e eugenol (Sigma Aldrich, Némecko);

e thymol (Sigma Aldrich, Némecko).

Ko-surfaktant
e etanol (Penta, Chrudim)
Surfaktanty

e Tween 20 (Polyethylenglykol sorbitan monolaurat), neionicky surfaktant, HLB 16.7
(Sigma Aldrich)

e Tween 60 (Polyethylenglykol sorbitan monostearat), neionicky surfaktant, HLB 14.9
(Sigma Aldrich)

e Tween 80 (Polyethylenglykol sorbitan monooleat), neionicky surfaktant, HLB 15.0
(Sigma Aldrich)
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Solubilizator
e propylenglykol (Penta, Chrudim)
Rozpoustédlo

e metanol (Penta, Chrudim)

e n-Hexan (Penta, Chrudim)
Kultiva¢ni média

e Nutrient Broth (HiMedia)

e DMEM (Life Technologies™)

Nosné plyny

e vodik (Linde Gas, Némecko)
e dusik (Linde Gas, Némecko)

e vzduch (Linde Gas, Némecko)

5.2 Pouzité pristroje, zatrizeni a pomiicky

e digitalni vahy (OHAUS Svycarsko)

e tfepacka Vortex (Heidolph REAX Top, Némecko)

o flow box Hera Safe (Thermo Scientific, Némecko)

e analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Nano SZ (Malvern Instruments, Ltd., UK)

e plynovy chromatograf Master GC Fast (DANI Instruments, Italie)

e Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan, Svycarsko)

o vertikélni autoklav (Tuttnauer, Holandsko)

e termostat Memmert (Verkon, Némecko)

e sterilizitaror Stericell (BMT Medical Technology, Brno)

¢ invertovany mikroskop (Olympus, Japan)

e automatické pipety Biohit a Nichipet ex.

e mikrostiikacka Hamillton 1 ml

e laboratorni sklo (kadinky, pipety, ty¢inky, zkumavky)

e laboratorni plasty (Spicky pro automatické pipety, mikrotitra¢ni desticky, zkumavky,
stiikacky, stojany)

o stiikackové filtry o velikosti port 0.22 um (Millipore, Velka Britanie)
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e oOstatni bézné laboratorni vybaveni a pomucky

5.3 Pouzité mikroorganismy

Mikroemulze s esencialnimi oleji byly testovany na gram-pozitivnich i gram-negativnich

bakteriich, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti (CCM):

e Micrococcus luteus CCM 732;

e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955;

e Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953;
e Escherichia coli CCM 3954;

e Bacillus cereus CCM 2010.

Vsechny pouzité bakterialni kmeny byly uchovavany pfi teploté 4 + 2 °C na masopeptono-

vém agaru a po 3 tydnech byly pteockovany.
5.4 Bunécné linie
e Embryonalni mysi fibroblasty (ATCC CRL — 1658 NIH-3T3)

5.5 Dekontaminace pouzitého materialu

Vsechen pouzity material (laboratorni sklo, kultivacni média, mikrotitracni desticky, plasto-
vé zkumavky), ktery byl pouzit v experimentalni casti této prace, byl dekontaminovan

bud’ v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min, nebo ozaten UV zatenim.
5.6 Metodika

5.6.1 Priprava mikroemulzi — nalezeni vhodného sloZeni mikroemulze

V diplomové praci byly pfipraveny mikroemulze s obsahem riznych esencidlnich olejl
a etanolu jako ko-surfaktantu. Jako surfaktant byl pouzit Tween 20 (HLB 16.7), Tween 60
(HLB 14.9) a Tween 80 (HLB 15.0). Vsechny tyto surfaktanty, diky své hodnoté¢ HLB, jsou
schopny vytvofit emulze typu olej ve vodé (0/v). Pro zjisténi vyskytu jednofazovych mikro-
emulznich oblasti byly sestrojeny fazové, pseudoternarni diagramy tiislozkového systému
voda — olej — surfaktant. Vodnou fazi tvofila samotna, demineralizovana voda nebo smés
vody a propylenglykolu v poméru 1:1 a 3:2. Olejova faze byla tvofena danym esencialnim
olejem a etanolem v poméru 1:1. Z této olejové faze a surfaktantu (Tween 20, Tween 60

nebo 80) bylo pfipraveno vazenim vzdy 17 smési. V téchto smésich byl proménlivy pomér
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surfaktantu a olejové faze, a to: 1:9, 1.5:8.5, 2:8, 2.5:7.5, 3:7, 3.5:6.5, 4:6, 4.5:5.5, 5:5,
5.5:4.5, 6:4, 6.5:3.5, 7:3, 7.5:2.5, 8:2, 8.5:1.5 a 9:1. Navazky pro ptipravu jednotlivych po-
méru jsou uvedeny v Tab. 7. Kazda ze smési byla dikladn¢ promichéana na tiepacce Vortex.
Ke kazdé z takto pfipravenych smési byla mikrosttikackou piidavana voda nebo smés vody
a propylenglykolu do okamziku vzniku prvniho zékalu. Po kazdém ptidavku vodné faze
byla cela smés po né€kolik sekund homogenizovana na tfepacce. Z uvedenych surfaktantd
byl pouzit nejprve Tween 60, nasledné Tween 80 a Tween 20. VSechny piidavky vodné faze
byly provadény pfi laboratorni teploté. Po dosazeni bodu zakalu bylo pfidané mnozstvi vody

zjisténo vaZenim na analytickych vahach.

Tab. 7. Vypoctena mnozstvi jednotlivych slozek danych mikroemulzi.

Vzorek Twee::(l)insleezciélni Tween 60 CIJEIZ?IH Ectlzrllrcl)ll

olej/Etanol [a] [0]
1 1:9 0.1 0.9
2 1.5:8.5 0.15 0.85
3 2:8 0.2 0.8
4 2575 0.25 0.75
5 3:7 0.3 0.7
6 3.5:6.5 0.35 0.65
7 4:6 0.4 0.6
8 4555 0.45 0.55
9 5:5 0.5 0.5
10 5.5:4.5 0.55 0.45
11 6:4 0.6 0.4
12 6.5:3.5 065 0.35
13 7:3 0.7 0.3
14 7.5:25 0.75 0.25
15 8:2 0.8 0.2
16 8.5:1.5 0.85 0.15
17 9:1 0.9 0.1
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5.6.2 Mikroemulze pro testovani biologickych vlastnosti esencialnich oleji

Pro studium antimikrobnich a cytotoxickych vlastnosti mikroemulzi s obsahem esencialnich
olej byla pouzita formulace uvedena v Tab. 8. Tato formulace byla zvolena na zakladé fa-
zovych diagramii a chovani mikroemulzi tak, aby byla zajisténa stabilita a stejné slozeni
vSech testovanych mikroemulzi. Rovnéz byly pfipraveny dva typy referencnich vzorkd, prv-
ni byl tvofen mikroemulzi obsahujici etanol a Tween 20, ve které nebyl pfitomen esencialni
olej, druhy referenéni vzorek obsahoval vodny roztok Tweenu 20 o stejné koncentraci, jaka

byla pouzita v mikroemulznich.

Tab. 8. Slozeni mikroemulzi pouzitych pro antimikrobni a cytotoxické testovani.

Hmotnosti slozek [g]

Smés olej/etanol 1:1 Tween 20 Voda

0.2 0.8 9

5.6.3 Grafické znazornéni trisloZkovych soustav

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti prace, slozeni ttislozkovych systému byva zobrazo-
vano pomoci pseudoternarnich fazovych diagramu (viz Obr. 12). Tyto fazové diagramy vy-
uzivaji toho, Ze dva ze tfi koncentracnich tdaji (molarni nebo hmotnostni procenta) jsou
nezavisle proménné a mohou byt vynaseny na dvé osy, které sviraji v trojihelnikovém dia-

gramu tihel 60 ° nebo 90 °. [54]

Na jednotlivé strany trojuhelniku jsou vynaSena mnozstvi danych latek v procentech (pfi-
padné hmotnostnich zlomcich) tak, Ze jejich hodnoty vzristaji smérem k vrcholim. Tyto
vrcholy predstavuji Cisté slozky. Strany trojihelniku znazorfuji sloZeni bindrnich soustav

a body uvnitt diagramu piedstavuji sloZeni tiislozkové soustavy. [54]

Mikroemulze pfipravené v experimentalni ¢asti této prace byly sloZzeny z kapalnych fazi
0 tfech omezené misitelnych slozkach. Témito slozkami jsou 1. esencialni olej s etanolem;
2. Tween 20 (respektive Tween 60 nebo Tween 80); 3. voda nebo voda ve smési
s propylenglykolem (v poméru 3:2 a 1:1). Ze ziskanych udajii byly sestrojeny fazové dia-
gramy, ve kterych binodalni kiivka rozdéluje mikroemulzni, homogenni oblast od oblasti

heterogenni.
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5.6.3.1 Vypocet hodnot pro sestrojeni fazovych diagramii
Hodnoty potiebné pro sestrojeni fazovych diagramii byly vypoéteny podle vztahi (4) — (7):

my

W, =

A Ymy +mg+me (4)
mpg

We =

B Ymy +mg+me (%)
me

W, =

¢ Ymy +mg+mg (6)

WA+WB+WC=1 (7)

Kde:
Wa, Wg, W¢ — hmotnostni zlomky jednotlivych slozek mikroemulze;

My, Mp, M — hmotnosti jednotlivych sloZzek mikroemulze [g].

5.6.4 Analyza esencialnich oleji pomoci plynové chromatografie

Vzorky pro analyzu byly pfipraveny rozpusténim 150 mg esencialniho oleje v 5 ml metha-
nolu. V piipadé citronového oleje fy Nobilis Tilia byl jako rozpoustédlo pouzit n-hexan,
jelikoz pfi pouziti metanolu jako rozpoustédla nebyl tento olej uplné rozpustén, roztok byl
zakalen a doslo k separaci na dvé faze. Analyza byla provedena na plynovém chromatografu
Master Fast GC vybaveném plamenové-ionizaénim detektorem (FID) a kolonou Zebron ZB
5MS (Phenomenex). Nastiikovy objem ¢inil 1 pl. Pro analyzu byl pouzit teplotni program
slozeny z nasledujicich kroku: 1. pocatecni teplota 65 °C, teplotni gradient z 65 do 270 °C
rychlosti 8 °C-min™; 2. izotermalni analyza 5 min. Teplota injektoru byla nastavena
na 200 °C a teplota detektoru na 290 °C. Pritok nosného plynu &inil 25 ml-min™ pii splito-
vacim poméru 1:25. Namétené vysledky byly vyhodnoceny pouzitim chromatografického
softwaru Clarity. Pro kvalitativni vyhodnoceni byly porovnany reten¢ni ¢asy eluénich pikt
s retencnimi Casy standardi (linalool, limonen, eugenol, karvakrol, cinnamaldehyd, thymol).
Pro identifikaci nekterych slozek byly rovnéz pouzity informace z literatury. Kvantitativni
zastoupeni aktivnich latek bylo vyhodnoceno metodou vnitini normalizace. Provedenim
opétovné analyzy vzorku citronového oleje fy Biomedica byla zjisténa opakovatelnost sta-
noveni. Odchylka méteni pro maly pocet paralelnich stanoveni byla vyhodnocena na zakla-

dé Dean a Dixonova postupu pomoci rovnice (8), (9) a (10):
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S=k,-R, 8)

R = Xpmax — Xmin (9)
S

S‘r = =" 100' (10)
X

kde:
kn — Dean-Dixonuv koeficient
R — rozpéti

X — pramérnd hodnota

5.6.5 Charakterizace mikroemulzi

Mikroemulze byly vizualné pozorovany a byla hodnocena pfitomnost nebo absence zakalu
po smichani slozek v prislusném poméru. Dale byla méfena velikost jejich ¢astic fotonovou

korelacni spektroskopii pomoci pfistroje Zetasizer Nano SZ.

Pro stanoveni velikosti ¢astic pfipravenych emulzi, filtrovanych pfes filtr o velikosti port
0.22 pum byl pfipraven vzorek odpipetovanim 1 ml nefedéné mikroemulze do plastové kyve-
ty. Aby byla zajiSténa konstantni teplota vzorku, kyveta byla uzaviena vickem a piimo
V piistroji byla ekvilibrovana po dobu péti minut. Méfeni bylo provadéno pii 25 °C a byly
pouzity nasledujici vstupni udaje nutné pro vypocet velikosti ¢astic: viskozita disperzniho
média 0.887 cP (voda), index lomu disperzniho média 1.33 a index lomu dispergovaného
podilu 1.44. Pomoci distribuce velikosti ¢astic byla sledovana i stabilita pfipravenych mik-
roemulzi, kdy byly namétené vysledky srovnany s vysledky ziskanymi po Sesti tydnech

skladovani. Mimo velikosti ¢astic byla stabilita mikroemulze hodnocena i vizualné.
5.6.6 Mikrobiologické vlastnosti mikroemulzi obsahujicich esencialni oleje

5.6.6.1 SloZeni a piiprava mikroemulzi pro zkouSeni antimikrobnich viastnosti

Pro antimikrobni zkouSeni byly pfipraveny mikroemulze na zdklad€ informaci ziskanych
ze sestrojenych fazovych diagramil. Koncentrace esencialnich olejti pouzitych pro biologic-
ké testy jsou uvedeny v Tab. 9. Mikroemulze byly pfipraveny podle postupu, ktery je popsan
vyse, tzn., ze ke smési esencialniho oleje a etanolu byl pfidan surfaktant a takto vznikla

smés byla homogenizovéna na ttepacce. Po té k ni bylo pfidano znamé mnozstvi deminera-
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lizované vody. Pfed samotnym antimikrobnim testovanim byly pfipravené mikroemulze
prefiltrovany pies sterilni filtr s velikosti pord 0.22 um do zkumavky vysterilizované
UV zafenim. Filtrace byla provedena za uéelem eliminace mozné mikrobialni kontaminace.
Piipravené a prefiltrované mikroemulze byly nasledné fedény bujonem na stanovené kon-

centrace. Tyto koncentrace byly pro vSechny testované oleje stejné (Tab. 9).

Tab. 9. Koncentrace EO v testovanych mikroemulzich a pipetované objemy pro jejich pri-

pravu.
Koncentrace Pipetovany objem Pipetovany objem
Vzorek esencialniho oleje mikroemulze bujonu
[ng-ml™] [ul] [u]

1 10000 Nefedéna mikroemulze

2 8500 2500 450
3 6500 1950 1050
4 5000 1500 1500
5 3500 1050 1950
6 1500 450 2550
7 500 150 2850

5.6.6.2 Kultivaéni médium

Pro pfipravu inokula bunék a nafedéni mikroemulzi byl pouzit nutrient broth bujon. Byl pii-
praven tak, ze k 2.6 g smési nutrient broth bylo pfidano 200 g demineralizované vody. Takto
pfipraveny bujon byl sterilizovan v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min, nasledné aseptic-

Ky rozpipetovan do sterilnich zkumavek a uchovavan v chladnicce pii teploté (4 + 2) °C.

5.6.6.3 Piiprava bakteridlni suspenze

Bakterialni suspenze byly pfipraveny ockovanim vybranych mikroorganismt do 5 ml bujo-
nu. Tyto bakterialni suspenze byly uchovavany 24 hod pfi teploté 30 °C (v pripadé Pseudo-
monas aeruginosa a Bacillus cereus) nebo stejnou dobu pii 37 °C (Micrococcus luteus, Sta-

phylococcus aureus a Escherichia coli).
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5.6.6.4 Sledovani ucinku mikroemulzi obsahuji esencidlni oleje na vybrané bakterie

Pro sledovani antimikrobnich vlastnosti mikroemulzi byla pouzita dilu¢ni metoda. Vypocte-
né objemy mikroemulzi uvedené v Tab. 9 byly pipetovany do vysterilizovanych zkumavek
a doplnény ptipravenym bujonem. Celkovy objem smési byl 3 ml. Do jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky bylo postupné napipetovano nejprve 5 pl bakterialnich suspenzi
a nasledné 200 pl pfipravenych mikroemulznich roztok. Mikrotitra¢ni desti¢ka obsahovala
12 sloupcti a 8 tad. Do tad desticky byly pipetovany roztoky mikroemulzi a do sloupcti dané
bakterialni suspenze. Prvni fada obsahovala pouze Cisty bujon. Tato fada slouzila ja-
ko pozitivni reference. Do druhé ftady byla napipetovana nefedénd mikroemulze
o koncentraci 10000 pg-ml™. Do dalsich fad byly postupn& pipetovany piipravené mikro-
emulzni roztoky s koncentracemi od 8500 po 500 pg-ml™. Prvni dva sloupce nebyly zaogko-
vany zadnym mikroorganismem, tyto sloupce slouzily jako negativni reference. Bakterie
byly ockovany az od tfetiho sloupce vzdy po dvou sloupcich. Zaockovani dvou tad bylo
provedeno pro lepsi interpretaci vysledkl. Takto pfipravené mikrotitracni desticky byly za-
kryty vickem, vlozeny do pristroje Infinite M200 Pro NanoQuant, ktery udrzoval konstantni
teplotu 30 °C. Po dobu 24 hod byl v 30 min intervalech spektrofotometricky métfen zakal
bakterialni suspenze pii vinové délce 655 nm (ODgss). Pied samotnym méfenim byla destic-
ka protepana. Jak jiz bylo uvedeno vyse, byla pouzila nasledujici koncentra¢ni fada: 10000,
8500, 6500, 5000, 3500, 1500 a 500 pug-ml™. Vedle uvedenych koncentraci mikroemulzi byl
dale testovan ireferencni vzorek, ve kterém nebyl pfitomen esencialni olej, pouze etanol
a surfaktant. Piistroj Infinite M200 Pro NanoQuant byl vybaven softwarem Microplate Rea-

der i-control™

. Ziskané hodnoty z tohoto méfeni byly pouzity K sestrojeni ristovych kiivek
a nasledné k vyhodnoceni indexu rastu. Index rastu IR byl stanoven jako podil rustu bakterii
s ptislusnou koncentraci mikroemulze a ristu bakterii v ¢istém kultivatnim médiu. Index

ristu byl vypocitan pode vztahu (11) [55]:

) 100, (11)
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kde
IR — index rustu;

ODgss — hodnota zakalu suspenze testované kultury v médiu s ptislusnou koncentraci mikro-

emulze;
ODnk — hodnota zakalu negativni kontroly pro piislusnou koncentraci mikroemulze;

ODpk — hodnota zakalu pozitivni kontroly pro ptislusnou koncentraci mikroemulze.

5.6.7 Cytotoxicita mikroemulzi obsahujicich esencialni oleje

K testovani cytotoxicCity byly vybrany stejné druhy mikroemulzi s esencialnimi oleji, Kte-
ré byly pouzity pii jejich testovani na antimikrobni u¢innost. LiSila se pouze zvolena kon-
centracni fada, kdy byly koncentrace uvedené v Tab. 9 nahrazeny nize uvedenymi koncent-
racemi. Test cytotoxicity byl proveden na embryonalnich mysich fibroblastech (ATCC
CRL-1658 NIH/3T3). Jako kultivaéni médium bylo pouzito DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), ke kterému bylo piidano 10 % fetalniho bovinniho séra a smés penicilli-
nu/streptomycinu 0 100 U/ml (100 pg-ml™). Testované vzorky mikroemulzi byly ziedény
kultivaénim médiem na koncentrace 1000, 500, 100, 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 a 0.01 pg-ml™.
Testovani bylo provedeno podle normy EN ISO 10993-5 s drobnymi tpravami [56]. Bunky
byly nejdiive prekultivovany po dobu 24 hod v médiu, které bylo nasledné nahrazeno mik-
roemulzemi nafedénymi na vyse uvedené koncentrace. Pro srovnani byla ptipravena rovnéz
mikroemulze bez pfitomnosti esencialnich oleji a vodny roztok Tweenu 20. Jako reference
bylo pouzito ¢isté kultivacni médium bez testovanych slozek. Po pfidani mikroemulzi byly
bunky opét 24 hodin Kkultivovany v inkubatoru Heracell 150i. K posouzeni cytotoxického
ucinku byl pouzit MTT test a testovani bylo provedeno po jednodenni kultivaci bunék
Vv pfitomnosti jednotlivych koncentraci mikroemulzi. Po této kultivaci byly mikroemulze
z jamek s buitkami odsaty, bylo pfidano &isté médium a MTT o koncentraci 0.5 mg-ml™
média. Buiiky s MTT byly opét po ¢tyfi hodiny kultivovany. Po uplynuti této doby byl pfi-
dan dimethylsulfoxid a po patnacti minutach bylo provedeno jiz vlastni stanoveni cytotoxici-
ty. Mnozstvi zivych bunék bylo stanoveno spektrofotometricky piistrojem Infinite M200 Pro
NanoQuant, pti vinové délce 570 nm. VSechny testy byly provedeny Ctytikrat. Pro odstrané-
ni odlehlych hodnot byl pouzit Dixontv Q test, pro vyhodnoceni byly pouzity pouze stfedni
pramérné hodnoty. Podle pozadavki mezinarodni normy ISO 10993-5 byla pouzita nasledu-

jici stupnice cytotoxického ucinku testovanych vzorkii:
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e necytotoxicky u€inek: mnozstvi viabilnich bunék vyssi nez 80 %;
e slabé cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bunék 60 — 80 %;
e stfedn¢ cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k 40 — 60 %;

¢ siln¢ cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k mensi nez 40 %.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Fazové diagramy — grafické znazornéni soustav o tiech slozkach

Vznik a chovani mikroemulzi s obsahem esencialnich oleju byly studovany a popsany po-
moci fazovych diagramii. Pro sestrojeni fazovych diagramt byly jednotlivé vzorky piipra-

veny zpusobem popsanym v kapitole 5.6.1.

Cilem prace [57] bylo, mimo jiné, ptipravit mikroemulze s obsahem esencialnich oleja.
To se vsak nezdatilo a vzniklé systémy mély charakter klasickych emulzi. Z tohoto divodu
se predlozena diplomova prace soustiedila na nalezeni optimalniho zastoupeni jednotlivych
slozek, pii kterém by mikroemulze vznikla. Nejprve byla proto testovana moznost piipravit
mikroemulze se surfaktantem Tween 60 a oleji firmy Nobilis Tilia. V pifitomnosti Twee-
nu 60 byla uspésna pouze formulace stabilnich mikroemulzi citronového a skoficového ole-
je, kde vodnou fazi tvotila demineralizovana voda. V dalsim kroku byl k vod¢ ptidan propy-
lenglykol v poméru 1:1. Pfidavek propylenglykolu v§ak neprokazal predpokladané zlepSeni
solubilizaénich vlastnosti vodné faze a vznikla pouze jedina stabilni mikroemulze, a to opét
z citronového oleje. Stejnym zpisobem byly piipraveny i mikroemulze s esencialnimi oleji
firmy Biomedica s obdobnymi vysledky. Tween 60 byl v dalSich testech zaménén
za Tween 80. Za piitomnosti Tweenu 80 vznikla pouze jedind mikroemulze (s oleji od firmy
Biomedica i Nobilis Tilia), a to mikroemulze citronového oleje. Po netspésich pripravit ce-
lou sadu stabilnich mikroemulzi studovanych oleju byl na zakladé informaci z literatury vy-
bran dalsi ze surfaktantd, a to Tween 20. V prvnim kroku byla jako vodna faze pouze demi-
neralizovand voda. Takovym zpisobem byly uspé$né pfipraveny stabilni mikroemulze
se vSemi vySe popsanymi oleji obou firem. V dalsi ¢asti prace bylo testovano, jak ovlivni
stabilitu a slozeni mikroemulzi ptitomnost solubilizatoru, propylenglykolu, ktery byl ptidan
v poméru H,O:PG 1:1 a H,O:PG 3:2. Po provedeni experimentu bylo zjisténo, ze vSechny

mikroemulze, kde byl ve vodné fazi PG piitomen, vykazovaly dobrou stabilitu.

V dalsim kroku byly pii pfipravé mikroemulzi pouzity i samotné aktivni latky pfitomné
ve studovanych olejich. Slo o cinnamaldehyd, limonen, karvakrol, linalool, eugenol
a thymol. Nejdiive, obdobn¢ jako v ptipadé mikroemulzi oleju, byl pouzit Tween 60, ktery
vSak nebyl schopen vytvorit stabilni mikroemulzi s zadnou z uvedenych aktivnich latek.
Proto byl pouzit opét Tween 20, v jehoz pfitomnosti byly pfipraveny dvé stabilni mikro-
emulze, a to s linaloolem a eugenolem. V obou téchto piipadech tvofila vodnou fazi pouze

demineralizovana voda. Vodna faze tvofena H,O:PG v poméru 1:1 navysila pocet piiprave-
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nych stabilnich mikroemulzi na pét. Stabilni nebyla pouze mikroemulze obsahujici thymol.
Aby bylo v mikroemulzich co nejméné propylenglykolu, byl jeho obsah snizen a byl pouzit
pomér H,O:PG 3:2. Pouzitim této vodné faze se snizil pocet pfipravenych stabilnich mikro-
emulzi z péti na Ctyfi, a to mikroemulze obsahujici cinnamaldehyd, limonen, linalool a eu-

genol.

Na zéklad¢ informaci zjisténych pfi hledani slozeni emulzniho systému s omezenou a neo-
mezenou misitelnosti byly sestrojeny fazové diagramy. Postup pii sestrojovéani téchto dia-
grami je popsan V kapitole 5.5.2. této prace. Piiklady diagraml znézoriiujicich nejvétsi vliv
propylenglykolu jako solubilizatoru jsou uvedeny na Obr. 13. Jak je ziejmé, plochy diagra-
mu jsou rozdéleny binodalni kfivkou na dvé oblasti, a to homogenni (oznac¢enou pismenem
A) a heterogenni (oznacenou pismenem B). Homogenni oblasti je oblast vyskytu mikro-
emulzi, heterogenni oblast je charakteristickd vyskytem béznych emulzi. Jak je patrné
z obrazka, propylenglykol pozitivné pasobil na zvétSeni mikroemulznich oblasti. U vSech
mikroemulzi s esencidlnimi oleji s vyjimkou citronového oleje bylo pozorovano zminéné
rozsifeni mikroemulzni homogenni faze. Chovani citronového oleje je patrné z obrazku
v pfiloze P |. Srovndnim fazovych diagramil bylo zjist€no, Ze nejvetsi oblasti neomezené
misitelnosti v mikroemulzich s vodnou fazi tvofenou demineralizovanou vodou byly pozo-
rovany v piipadé hiebiCkového a skoficového oleje. Pfidavkem propylenglykolu (pomér
H,O:PG 3:2) doslo k dalsimu zvétSeni mikroemulzni plochy u vSech testovanych oleju
s vyjimkou oleje citronového. Nejvétsi mikroemulzni oblast byla pozorovana v piipadé¢ hie-
bi¢kového a skoficového oleje (stejné jako v ¢isté vode). Mikroemulzni oblast se stale zvét-
Sila v ptipad¢é vodné faze tvorené H,O:PG 1:1. Slozeni vodné faze mélo tedy opét nejvetsi
vliv na velikost homogenni oblasti mikroemulzi hiebickového a skoficového oleje. U ostat-
nich mikroemulzi doslo pouze k nepatrnému rozsifeni homogenni oblasti a pfidavek propy-
lenglykolu nemél zadny, nebo jen minimalni vliv. Fazové diagramy dokumentujici vliv pro-

pylenglykolu na mikroemulze obsahujici tymianovy olej je znazornén v ptiloze P II.

Vyse popsané fazové chovani mikroemulzi s propylenglykolem ve vodné fazi bylo obdobné
Vv pfipadé olejl firmy Biomedica i Nobilis Tilia. Pfidavek propylenglykolu rovnéz zvysoval
mnozstvi enkapsulovaného oleje pii vzniku stabilnich mikroemulzi. To lze pozorovat
na mikroemulzich hiebickového a skoticového oleje. Napiiklad v piipadé skoficového oleje
vznikl stabilni systém s vodnou fazi tvofenou demineralizovanou vodou pii poméru Twee-
nu 20 a olejové faze 0.8/0.2. Vodna faze o slozeni HoO:PG 3:2 umoznila zvySit mnozstvi

enkapsulovaného oleje a stabilni mikroemulze vznikla pfi poméru Tweenu 20 a olejové faze
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0.7/0.3 akone¢né vodna faze o slozeni H,O:PG 1:1 zpusobila, ze stabilni mikroemulze
vznikla jiz pti poméru Tweenu 20 a olejové faze 0.6/0.4. Odlisné chovani jednotlivych oleji
obou firem byly zaznamendny predevSim V piipadé mikroemulzi obsahujicich citronovy
olej. Citronovy olej fy Nobilis Tilia byl enkapsulovan v mikroemulzi pii slozeni Tweenu 20
a olejové faze 0.65/0.35, zatimco citronovy olej poskytnuty fy Biomedica byl enkapsulovan
pomérem Tweenu 20 a olejové faze 0.8/0.2. Pozitivni vliv pfidavku propylenglykolu
na zvétSeni homogenni oblasti mikroemulzi nebyl potvrzen u enkapsulace tymianového ole-
je fy Biomedica. Ve vSech tiech vodnych fazich vznikaly stabilni mikroemulze pfi poméru

Tweenu 20 a olejové faze 0.7/0.3.

Podobn¢ jako byl pozorovan vliv propylenglykolu na zvétSovani mikroemulzni oblasti esen-
cidlnich olejt, byl tento vliv pozorovan i v ptipad¢ aktivnich latek. Nejmarkantngjsi rozdily
mezi jednotlivymi plochami homogennich oblasti byly pozorovany v piipadé¢ mikroemulzi
obsahujicich linalool a eugenol. Vliv zvySovani obsahu propylenglykolu (H,O - H,0:PG
3:2 2 HyO:PG 1:1) na mnozstvi enkapsulovanych aktivnich latek mél nasledujici trend

(pomér Tweenu 20 a olejové faze): 0.7/0.3 - 0.65/0.35 - 0.55/0.44.
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Obr. 13. Fazové diagramy trislozkového systému voda — olej — surfaktant, kde olejovou fazi tvori
linalool (vlevo) a Arebickovy olej (vpravo) s etanolem v poméru 1:1, vodna faze je tvorena demi-
neralizovanou vodou a vodou s propylenglykolem v poméru 3:2 a 1:1. Pismem A je oznacena

mikroemulzni (homogenni) oblast, pismene B je oznacena heterogenni faze.
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Podobné¢, jako bylo srovnano fazové chovani systému s esencialnimi oleji obou firem,
byl srovnan i vliv pouzitych neionickych surfaktantli na velikost mikroemulzni oblasti. Byly
porovnavany surfaktanty Tween 20 a Tween 60 (Obr. 14 a 15). Mikroemulze se surfaktan-
tem Tween 60 a esencidlnim oleje fy Biomedica byly pfipraveny a charakterizovany
jiz v praci [16].

Nejvétsi rozdil mezi mikroemulzemi pfipravenymi s Tweenem 20 nebo Tweenem 60 byl
zaznamenan v piipadé enkapsulace citronového oleje. Vétsi mikroemulzni plocha vznikla
pii pouziti Tweenu 60. Fazové diagramy mikroemulzi s hiebickovym olejem vykazovaly
stejnou homogenni plochu pfi pouziti obou Tweend. U mikroemulzi se skoficovym olejem
byla situace podobna jako u systémi s citronovym olejem a Tween 20 byl G¢inngj$im sur-

faktantem. Fazové chovani tymianového oleje ztistalo beze zmény.

Analogické rozdily mezi mikroemulzemi S esencialnimi oleji fy Biomedica byly pozorovany
I v pfipadé vodné faze tvofené H,O:PG v poméru 1:1. Nejvétsi rozdil byl opét zaznamenan
mezi mikroemulzemi s citronovym olejem a formulace s Tweenem 60 zajistovala lepsi mik-
roemulzni oblast. Na ostatnich fazovych diagramech pak nebyl pozorovan vyrazny rozdil

velikosti homogennich oblasti v ptipadech obou pouzitych surfaktanti.
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Obr. 14. Srovnani viivu pouzitych surfaktantit Tween 20 (vpravo) a Tween 60 (vlevo) na

velikost homogenni oblasti (A) mikroemulzi s oleji fy Biomedica a vodnou fazi tvorenou

vodou.
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Obr. 15. Srovnani viivu pouzitych surfaktantii Tween 20 (vpravo) a Tween 60 (vlevo) na

velikost homogenni oblasti (A) mikroemulzi s oleji fy Biomedica a vodnou fazi tvorenou

vodou s propylenglykolem v pomeéru 1:1.
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6.2 Plynova chromatografie

Slozeni esencidlnich oleju firmy Biomedica a Nobilis Tilia bylo stanoveno plynovou chro-
matografii. Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny jak z kvalitativniho, tak kvantitativ-
niho hlediska. Cilem této ¢asti prace nebylo stanovit detailni slozeni pouzitych oleju,
ale pouze identifikovat zakladni aktivni latky, jejich mnozstvi a najit pfipadné rozdily, kte-
ré by mohly byt pfi¢inou odli§ného chovani oleju pii formulaci mikroemulzi. Aktivni slozky
esencialnich oleji byly kvalitativné vyhodnoceny srovnanim retencnich casti elu¢nich piki
se standardy (cinnamaldehyd, karvakrol, linalool, limonen, eugenol a thymol). Ostatni sloz-
ky byly identifikovany na zaklad¢ informaci dostupnych z literatury a informaci poskytnu-
tych firmou Nobilis Tilia. Kvantitativni analyza byla provedena pomoci metody vnitini
normalizace. Identifikované latky a jejich mnozstvi jsou uvedeny v Tab. 10 — 13. VVzorek
citronového oleje fy Biomedica byl analyzovan dvakrat a opakovatelnost stanoveni byla
stanovena pomoci Dean — Dixonova testu pro maly pocet stanoveni. Bylo zjisténo, Ze obsah

hlavni aktivni latky limonenu je 85.5 + 4.8 %.

Tab. 10. Vyhodnoceni chromatogramu citronového oleje.

Obsah
Identifikovana latka [%]
Biomedica Nobilis Tilia
a-pinen 2.3 1.9
Sabinen 1.0 1.8
3-pinen 4.5 1.2
N N 12.6
N <1 2.0
Limonen 85.5 66.6
y-terpinen 1.2 7.5
Neral N 1.0
Geraniol 1.4 1.6

Kde: N — neidentifikovana latka, n — neidentifikovatelné mnozstvi.
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Tab. 11. Vyhodnoceni chromatogramu hiebickového oleje.

Obsah
Identifikovana latka [%]
Biomedica Nobilis Tilia

Eugenol 75.2 65.8
Karyofylen 3.5 5.3
N 11 1.3
Humulen n 8.8
Eugenylacetat 2.7 <1

Kde: N — neidentifikovana latka, n — neidentifikovatelné mnozZstvi.

Tab. 12. Vyhodnoceni chromatogramu skoricového oleje.
Obsah
Identifikovana latka [%]
Biomedica Nobilis Tilia
Limonen 10.9 n
Linalool 24 2.2
Neral 2.4 n

Cinnamaldehyd 45.7 60.6
Eugenol 2.5 16.2
Karyofylen 2.6 6.9
Viridiflorol n 1.1

Kde: n — neidentifikovatelné mnozstvi.
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Tab. 13. Vyhodnoceni chromatogramu tymidnového oleje.

Obsah
Identifikované latka [%]
Biomedica Nobilis Tilia
a-pinen 3.6 1.5
Sabinen 1.2 1.8
3-pinen 1.2 n
Limonen 45.1 18.12
N n 5.9
Linalool 5.2 3.9
N n 2.2
N 10.1 n
Thymol 22.6 39.8
Karvakrol 5.9 2.1
Karyofylen n 3.3

Kde: N — neidentifikovana ldtka, n — neidentifikovatelné mnozstvi.

V Tab. 10 — 13 jsou popsany pouze aktivni substance a dalsi slozky pfitomné v mnozstvi
vétsim nez 1 %. Ve dvou piipadech analyzovanych vzorkd (citronovy a hiebi¢kovy olej)
firmy Biomedica bylo v jejich slozeni detekovano vétsi mnozstvi aktivnich latek (limonen,
eugenol), nez ve vzorcich poskytnutych firmou Nobilis Tilia. Naopak tomu bylo v dalsich
dvou vzorcich, tedy ve vzorcich skoficového a tymianového oleje, kde byla vétsi mnozstvi
aktivnich latek (cinnamaldehyd, thymol) identifikovana ve vzorcich firmy Nobilis Tilia.
Co se tyka ostatnich detekovanych slozek, nelze jednozna¢né ur€it, zda jejich mnozstvi
apocet byly vétsi nebo mensi ve vzorcich olejii dodanych obéma firmami. Napiiklad,
Vv ptipad¢ vzorku citronového oleje z Nobilis Tilia, bylo identifikovano 12.6 % neznamé
latky, ktera ve vzorku téhoz oleje z firmy Biomedica nebyla zastoupena viibec. Stejny pfi-
klad nastal v ptipadé vzorku tymianového oleje (Biomedica), ve kterém bylo identifikovano
10.1 % neznamé slozky. Ve vzorku stejného oleje z Nobilis Tilia tato latka nebyla zastoupe-
na vibec. Je tedy mozné, ze tyto rozdily, jak v obsahu hlavnich aktivnich slozek,
tak v minoritnich slozkach, mohly byt pfi¢inou odlisného chovani jednotlivych oleju pfi

vzniku pfisluSnych mikroemulzi.
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Nejveétsi pocet slozek byl identifikovan v tymianovém oleji, kde bylo nalezeno osm latek
Vv mnozstvi vétsim nez 1 %. Nejméng, Ctyii latky, byly identifikovany v oleji hiebickovém.
Srovnanim tymianového oleje obou firem lze konstatovat, ze olej firmy Biomedica obsahuje
oproti oleji z Nobilis Tilia mnohem vice limonenu, ale malo thymolu. Opa¢né tomu
je v piipadé oleje Nobilis Tilia, kde bylo stanoveno mensi mnozstvi limonenu (83 % Vv oleji
Biomedica; 67 % v oleji Nobilis Tilia) a vétsi mnozstvi thymolu (23 % v oleji Biomedica;
40 % v oleji Nobilis Tilia). Grafické znazornéni ptislusnych chromatogramt tymianového
oleje je uvedeno na Obr. 16. Dalsi rozdily ve slozeni oleji obou firem byly pozorovany
i v pfipadé skoficového oleje (Obr. 17). V oleji fy Nobilis Tilia byla zaznamenana absence
limonenu, ktery byl naopak v oleji Biomedica zastoupen témét v 11 %. Dale olej z Nobilis
Tilia obsahoval vice cinnamaldehydu a eugenolu. Ve zbyvajicich dvou ptipadech (citronovy
a hiebickovy olej) nebyly ve slozeni olejii obou dodavateli zaznamenany vétsi rozdily tyka-

jici se identifikovanych slozek nebo jejich mnoZzstvi.

Nejdiive eluovanou aktivni latkou z analyzovanych esencialnich oleji byl limonen, jehoz
retencni ¢as byl ca 12 min. Naopak nejdelsi retencni ¢as byl zaznamenan pro eugenol obsa-

zeny V hiebickovém a skoticovém oleji (ca 17.8 min).

Diky tomu, Ze esencialni oleje jsou latky ptirodniho charakteru, je jejich slozeni velmi pro-
ménlivé a zavislé na misté plivodu, Casti rostliny, ze které je olej ziskavan, nebo takeé
na roénim obdobi, kdy jsou rostliny zpracovany. Proto bylo t€Zké porovnavat informace
tykajici se slozeni oleji z literatury, kdy byla naptiklad jedna latka v oleji z kury skoficovni-
ku detekovana v minimalnim mnozstvi, zatimco druhy olej z téze Casti rostliny, ale z jiné

oblasti, obsahoval této latky jednotky az desitky procent.
Pro presnéjsi stanoveni sloZzeni pouZzitych oleji by bylo vhodné;jsi pouzit k analyze plynovy
chromatograf s hmotnostnim detektorem a podle piislusné knihovny spekter provést detailni

identifikaci neznamych slozek.
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Obr. 16. Chromatogramy tymidanového oleje. Olej fy Nobilis Tilia nahoie (1 — a-pinen, 2 —

sabinen, 3 — limonen, 4 — neznama ldtka, 5 — linalool, 6 — thymol, 7 — karvakrol, 8 — karyofy-

len) , olej fy Biomedica dole (1 - a-pinen, 2 — sabinen, 3 - limonen, 4 — linalool, 5 — neznama
latka, 6 —thymol, 7 — karvakrol).
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Obr. 17. Chromatogramy skoricového oleje. Olej fy Nobilis Tilia nahoie (1 — linalool, 2 —
cinnamaldehyd, 3 — eugenol, 4 — karyofylen), olej y Biomedica dole (1 — limonen, 2 - linalo-
ol, 3 —neral, 4 — cinnamaldehyd, 5 — eugenol, 6 — karyofylen).
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6.3 Charakterizace mikroemulzi — velikost ¢astic

Charakterizace piipravenych mikroemulzi byla provedena stanovenim velikosti Castic
na vzorcich, jejichz slozeni odpovidalo vzorkim pouzitym pro dalsi testovani antimikrob-
nich vlastnosti a cytotoxicity. Pred méfenim byly vzorky filtrovany filtrem s velikosti pora
0.22 pm pro ptipadnou eliminaci necistot a mikrobialniho znecisténi. Jelikoz mikroemulze
obsahovaly surfaktant Tween 20, je pravdépodobné, Ze pii filtraci doslo ke vzniku vzducho-
vych mikrobublin, coz se projevilo pfi méfeni velikosti mikroemulznich ¢astic. Aby byly
odstranény mikrobubliny vzniklé pfi filtraci, byly mikroemulze ponechany po uréitou dobu
(viz dale) v klidu a po této dob¢ analyzovany pomoci PCS. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat.
Pro stanoveni stability byly mikroemulze skladovany po dobu Sesti tydnt pfi laboratorni
teploté. Po této dob¢ byla opét proméiena jejich velikost ¢astic s cilem zjistit, zda nedoslo
k rozpadu mikroemulzi nebo ke zvétSeni jejich ¢astic. Velikost Castic byla stanovena pouze
u mikroemulzi, kde bylo disperzni prostfedi tvofeno pouze demineralizovanou vodou. Na-
stavit podminky pro méteni mikroemulzi obsahujicich propylenglykol v rizném mnozstvi
bylo nad ramec této prace a provedeni experimentu by vyzadovalo by delsi ¢as. Byly tedy
charakterizovany mikroemulze obsahujici v§echny oleje Nobilis Tilia a Biomedica, mikro-
emulze obsahujici aktivni latky (linalool a eugenol) a dva referen¢ni vzorky. Vysledky mé-
feni jsou uvedeny v Tab. 14 a 15. Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.3, rozmezi velikost ¢astic
tvotici mikroemulzni systémy je 5 — 140 nm. Jak je patrné z Tab. 14 a 15, velikosti ¢astic
ptipravenych mikroemulzi byla stanovena na 8 — 11 nm, coz tomuto rozmezi vyhovuje.
Vzhledem k tomu, Ze mikroemulze byly filtrovany pies filtr s velikosti pora 0.22 um, nelze

predpokladat, ze by filtrace mohla velikost ¢astic ovlivnit.

Mikroemulze byly mimo velikost ¢astic také hodnoceny vizualng. Toto posouzeni ukézalo,
ze zvolené sloZeni mikroemulzi pro testovani biologickych vlastnosti zajiSt'uje transparent-
nost, homogenitu a ve vzorcich nedochazelo k tvorbé zakalu, ani po 6 tydnech skladovani

pii laboratorni teploté.
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Tab. 14. Velikost ¢astic v mikroemulzich stanovend PCS (filtrovano pres 0.22 um filtr).

Velikost ¢astic
Olej [nm]
v mikroemulzi Biomedica Nobilis Tilia
Po ptipravé Po 6 tydnech Po ptipravé Po 6 tydnech

Citronovy olej 8.6+0.1 74+0.1 82+0.1 82+0.1
Hrebickovy olej 99+0.1 10.1+0.1 95+0.1 99+0.1
Skofticovy olej 8.8+0.1 55+0.1 8.9+0.1 8.6+0.1
Tymianovy olej 94+0.1 89+0.1 11.0+0.1 109=+0.1

Tab. 15. Velikost castic v mikroemulzich stanovend PCS (filtrovano pres 0.22 um filtr).

Velikost ¢astic
Olej v mikroemulzi [nm]
Po ptiprave Po 6 tydnech
Linalool 9.6+0.1 9.1+0.1
Eugenol 10.0+0.2 10.0+0.1
Reference 1 7.8+0.1 82+0.1
Reference 2 75+0.1 7.8+0.1

Kde: Reference 1 — mikroemulze bez EO, reference 2 — mikroemulze bez EO a etanolu.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vzorky byly vzhledem k nutnosti eliminace mikrobublin vzniklych
filtraci méfeny po ur¢itém case od piipravy. Naptiklad mikroemulze se skoficovym olejem
Biomedica byla méfena ihned po filtraci. Vysledky ukazaly, ze mikroemulze obsahuje mimo
o¢ekavanou populaci ¢astic s velikosti v fadu desitek nanometrt i ¢astice o velikosti 350 nm.
Tentyz vzorek byl znovu méfen po dvaceti hodinach, tentokrat s vysledkem dokumentujicim
ptitomnost pouze jedné populace mikrocastic s velikosti v ocekavaném intervalu. Mikroemul-
ze s citronovym olejem byla méfena stejnym zptisobem a po dvaceti hodinach byly pfitomny
kromé& mikroemulznich Eastic rovnéz Castice o velikosti 330 nm. O 96 hodin pozdé&ji byly
ve stejném vzorku stale pfitomny ¢astice 0 200 nm a K jejich vymizeni nedoslo ani po étyfech
dnech. Z toho lze usuzovat, ze tato mikroemulze obsahuje kromé& mikroemulznich ¢astic

rovnéz stabilni populaci s velikosti fadové stovky nanometrti. V mikroemulzich obsahujicich
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hiebickovy a tymianovy olej firmy Biomedica byly po tfech dnech pfitomny pouze mikro-

emulzni ¢astice, tzn. ¢astice o velikosti 9.4 az 9.8 nm.

V sérii mikroemulzi piipravenych s oleji Nobilis Tilia byly v pfipadé hiebickového a skoiico-
vého oleje naméfeny cCastice o velikosti 8.9 — 9.5 nm. V mikroemulzi s citronovym olejem
Nobilis Tilia byly ptitomny i po tiech dnech mimo mikroemulznich ¢astic i ¢astice o velikosti
340 nm. Tyto Castice predstavovaly 25 % vSech castic v mikroemulzi. Velké castice byly
stanoveny i v mikroemulzich obsahujicich tymianovy olej. V tomto vzorku byly po tfech
dnech ¢astice s velikosti 1200 nm. Tato populace vsak piedstavovala pouze 8 % z celkového
mnozstvi ¢astic.

Ocekavana velikost ¢astic (9.6 nm) byla stanovena i ve vzorku mikroemulze s linaloolem.
Mikroemulze obsahujici eugenol obsahovaly ihned po ptipravé a filtraci Castice o velikosti
4000 nm, avSak po 24 a 48 hodinach bylo métfeni opakovéno a bylo zfejmé, Zze populace
velkych ¢astic postupné vymizela a ve vzorku zlstaly pouze 10 nm ¢astice (Obr. 18). V refe-
rencnich vzorcich byla velikost ¢astic shodna s velikosti ¢astic detekovanou pro bézné mikro-

emulze obsahujici esencialni oleje.

Po Sesti tydnech byla analyza opakovana. Po uvedené dobé skladovani nejevily vzorky mik-
roemulzi s enkapsulovanym tymidnovym a hiebickovym olejem firmy Biomedica zndmky
rozpadu a velikost jejich ¢astic se nezménila. V piipadé mikroemulze obsahujici citronovy
olej Biomedica byly naméfeny kromé ¢astic o velikosti 7.3 nm i ¢astice s velikosti 120 nm.
Nejvétsi zmeéna béhem skladovani byla zaznamenana u mikroemulzi obsahujicich skoficovy
olej Biomedica. V tomto vzorku byly mimo mikroemulznich ¢astic pfitomny Eastice velké
2600 nm, coz by nasvédCovalo jeho moznému rozpadu. Grafické srovnani velikosti ¢astic

v mikroemulzi obsahujici skoficovy olej je znazornén na Obr. 19.
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Obr. 18. Intenzitni distribuce velikosti cdstic mikroemulzi obsahujicich eugenol (Cervena
linka — vzorek po 24 hod, cernd linka — vzorek po 48 hod a opétovné filtraci, modra linka —

po 6 tydnech).
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Obr. 19. Intenzitni distribuce velikosti ¢astic mikroemulze obsahujici skoricovy olej (cer-

vend linka — vzorek 20 hod po filtraci, cernd linka — vzorek po Sesti tydnech,).

U vzorkt mikroemulzi obsahujicich tymianovy a skoficovy olej Nobilis Tilia nebyly podle
distribuce velikosti ¢astic zaznamenany znamky jejich rozpadu. V piipadé mikroemulzi ob-
sahujicich hiebi¢kovy a citronovy olej stejného dodavatele byla identifikovana pfitomnost
populace castic o velikosti 200 a 370 nm. Mikroemulze obsahujici eugenol a linalool byly
I po Sesti tydnech stabilni, obsahovaly pouze castice velké 9.1 a 10 nm. Velikost ¢astic

se béhem skladovani nezménila ani u referenénich vzorka.
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6.4 Antimikrobni testovani mikroemulzi s esencialnimi oleji

Inhibi¢ni vliv esencialnich oleji enkapsulovanych v mikroemulzich byl sledovan na tfech
gram-pozitivnich (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Bacillus ce-
reus) a dvou gram-negativnich (Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli) bakteriich.
Pro hodnoceni antimikrobniho u¢inku vybranych oleji byla zvolena diluéni metoda.
Ta je vhodna pro mikroemulze, protoZe jsou transparentni, ¢iré, neovliviuji tedy konecny
vysledek odectu zakalu bakteridlni suspenze. Bakteridlni rtist byl hodnocen v tekutém bujo-
nu jako intenzita zakalu bunécné suspenze méiend spektrofotometricky pii vinové délce
655 nm. Z namétenych udajii byly vypoéteny primérné hodnoty a z nich sestrojeny rustové
kiivky. Rust bakterii byl méfen po 48 cyklu, tzn., Ze byl mé&fen kazdych 30 min po dobu
24 hod. Byl rovnéz vyhodnocen index ristu (IR), jehoZ numericka hodnota byla ziskana
vypoctem pomoci Rov. (11). Index ristu byl vyhodnocovan po 20 hod kultivace. Piiklady
ristovych kiivek jsou uvedeny v piiloze P I11-XI. Hodnoty indexu ristu byly graficky zpra-
covany a jsou uvedeny nize v textu. Pro zhodnoceni vlivu jednotlivych oleji
v mikroemulzich byly vybrany vysledky zaznamenané na vysledcich mikroemulzi obsahuji-

cich oleje firmy Biomedica.
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6.4.1 Vliv citronového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii

Index rustu bakterii v zavislosti na testovanych koncentracich citronového oleje enkapsulo-
vaného v mikroemulzich je znazornén na Obr. 20. Podle o¢ekavani, nejvétsi inhibi¢ni ¢inek
vykazovala mikroemulze s nejvyssi koncentraci citronového oleje 10000 pg-ml™. P této
koncentraci byl index rtstu bakterie Micrococcus luteus mensi nez 1 %. Nejniz$i inhibi¢ni
ucinek, tzn. nejvyssi indexy rustu byly zaznamenany u bakterii Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa. U vsech testovanych bakterii kultivovanych ve sledovanych
koncentracich citronového oleje doslo k inhibici jejich rustu (IR < 100%). Obdobné hodnoty
indexu riistu bakterii byly pozorovany u vzorki s koncentraci oleje 5000 a 6500 pg-ml™.,
Nejvice citlivou bakterii byl Micrococcus luteus, nejvice odolnou bakterii byl Staphylo-

coccus aureus. Obé¢ tyto bakterie patii do skupiny gram-pozitivnich bakterii.
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Obr. 20. Viiv citronového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: citronovy olej:etanol 1:1/Tween 20/voda.
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6.4.2 Vliv hitebickového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii

V piitomnosti mikroemulze s obsahem hiebickového oleje vykazovaly testované bakterie
niz&i hodnoty indexu réistu. V koncentracich 10000 — 3500 pg-ml™ byl naméfen index ristu
do 15 %, a to u vSech testovanych mikroorganismti. U dvou nejnizsich koncentraci oleje, tj.
1500 a 500 pg-ml™ vzrostla hodnota IR na 30 — 40 %. Stejné jako v piipadé mikroemulze
citronového oleje byl nejvice citlivou bakterii Micrococcus luteus. V koncentracich 10000,
8500, 6500 a 3500 ug-ml™ byl jeho riist zcela inhibovan, ve zbyvajicich koncentracich 5000,
1500 a 500 pg-ml™ byl jeho index ristu nizsi neZ 5 %. Srovnani uéinnosti hiebickového
acitronového oleje ukazuje, Ze hiebickovy olej je UCinnéjsi, v koncentracich
do 3500 pug-ml™ je pro n&j zaznamenana hodnota IR ca 12 — 14 %, zatimco v tomto koncent-
raénim rozmezi citronového oleje je IR az 40 %. Vliv hiebickového oleje v mikroemulze

je zobrazen na Obr. 21.
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Obr. 21. Vliv hiebickového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: hiebickovy olej:etanol 1:1/Tween 20/voda.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

6.4.3 Vliv skoricového oleje v mikroemulzi na riast vybranych bakterii

Jak je na prvni pohled z Obr. 22 zcela ziejmé, mikroemulze obsahujici skoficovy olej je su-
verénné nejucinnéjsi. Rist vétSiny bakterii byl zcela inhibovan. Jedinou vyjimkou byla
gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, pro kterou byla, pii nejnizsi koncentraci
oleje, zaznamenana hodnota IR = 37 %. Index rlstu pak ve vétsing piipadt dosahoval ma-
1500 a 500 pg-ml™* zaznamenan nepatrné vyssi rist (IR 3 a 5 %). Piedmétem dal3i prace
by mohl byt antimikrobni test s jesté vice zfedénou mikroemulzi, kde by byl obsah esencial-

niho oleje dale snizen.
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Obr. 22. Vliv skoticového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: skoricovy olej:etanol 1:1/Tween 20/voda.
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6.4.4 Vliv tymianového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii

Puisobeni mikroemulze s tymianovym olejem nejvice odolavala bakterie Staphylococcus
aureus (Obr. 23). U této bakterie Ize pozorovat od koncentrace 6500 pg-ml™ postupné zvy-
Sovani indexu rustu se snizujici se koncentraci tymidnového oleje v mikroemulzi. Takovy
trend je zfejmy i u ostatnich bakterii. S vyjimkou Staphylococcus aureus sledované bakterie
vykazovaly v koncentraénim rozmezi 10000 — 3500 pg-ml™ index riistu do 15 %, coz miize
byt povazovano za uspokojivy antimikrobni u¢inek. Nejvice citlivou bakterii, jak tomu bylo
I Vv ostatnich ptipadech, byl gram-pozitivni Micrococcus luteus. Rust této bakterie

byl ve tfech nejvyssich koncentracich inhibovan tiplné.
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Obr. 23. Viiv tymidnového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: tymianovy olej:etanol 1:1/Tween 20/voda.
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6.4.5 Srovnani mikroemulzi oleji Nobilis Tilia a Biomedica

6.4.5.1 Citronovy olej

Diky analyze esencialnich olejii plynovou chromatografii mohou byt objasnény nekteré sku-
teCnosti tykajici se rozdili antimikrobni Uc¢innosti danych esencialnich olejii pouzitych
v mikroemulzich. Jak je patrné z Obr. 24, G¢inek citronového oleje z obou firem je srovna-
telny. Nejvyssi hodnoty indexu ristu (IR = 58 %) byly shodné zaznamenany u Staphylo-
coccus aureus. Rozdil byl pozorovan u Micrococcus luteus, ktery v mikroemulzi
s citronovym olejem (fy Biomedica) o0 nejnizsi koncentraci 500 pg-ml™ vykazoval IR 12 %,
zatimco v oleji firmy Nobilis Tilia pii stejné koncentraci vzrostl IR na 31 %. Po srovnani
slozeni obou oleji (GC) lze konstatovat, ze antimikrobni G¢inek mikroemulzi, ve kte-
rych jsou tyto oleje obsazeny, neni vyrazné ovlivnén vys$$im obsahem limonenu v oleji fir-

my Biomedica.
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Obr. 24. Srovnani antimikrobniho ucinku citronového oleje
v mikroemulzi. Olej firmy Biomedica nahore, olej firmy Nobilis
Tilia dole.
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6.4.5.2 Hiebickovy olej

Pon¢kud vétsi rozdily byly patrné v piipadé hiebickového oleje. Nejvétsi rozdily nastaly
v koncentraénim rozmezi 3500 — 500 pg-ml™. Jak ilustruje Obr. 25, mikroemulze s olejem
v koncentraci 3500 pg-ml™ (Biomedica) zcela inhibovala rtist bakterie Micrococcus luteus.
Dal3i rozdily byly pozorovany i pro vzorek koncentrace 1500 ug-ml™?, kdy byl IR této bakte-
rie v mikroemulzi s olejem Biomedica 2 % oproti 25 % zaznamenanym pro olej firmy Nobi-
lis Tilia. V ostatnich koncentracich byla inhibi¢ni u¢innost testovanych hiebi¢kovych oleji
obou firem srovnatelna. Nejvétsi rozdily pii srovnani celé koncentracni fady byly zazname-
phylococcus aureus a Escherichia coli. U téchto bakterii byl pozorovan vyssi IR v piipadé
mikroemulzi s hiebickovym olejem Nobilis Tilia. T kdyZ rozdily mezi oleji obou firem
Vv obsahu aktivni latky nejsou nijak velké, mize to byt divodem jejich odlisSné antimikrobni
ucinnosti. V oleji Nobilis Tilia byl obsah eugenolu stanoven plynovou chromatografii

na 66 %, olej Biomedica obsahoval této u¢inné latky 75 %.
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Obr. 25. Srovnani hiebickového oleje v mikroemulzi. Olej firmy Bio-

medica nahofre, olej firmy Nobilis Tilia dole.
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6.4.5.3 Skoricovy olej

Minimalni rozdily byly zaznamendny v nejvice U¢inném oleji, kterym byl skoficovy.
Jak ukazuje Obr. 26, téméf ve vSech sledovanych koncentracich byly zaznamenany stejné
hodnoty IR. Rozdily se objevily pouze v nejnizsi koncentraci, a to u bakterie Staphylococcus
aureus (olej Nobilis Tilia IR = 12 %, olej Biomedica IR = 0.5 %). Mensi rozdily pak byly
v piipadé Escherichia coli a Bacillus cereus. Touto studii nebyla tedy potvrzena teoreticky
vy$$i antimikrobni u¢innost oleje Nobilis Tilia zptisobend vyssim obsahem cinnamaldehydu,

ktery byl stanoven pomoci plynové chromatografie.
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Obr. 26. Srovnani skoricového oleje v mikroemulzi. Olej firmy

Biomedica nahore, olej firmy Nobilis Tilia dole.
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6.4.5.4 Tymidnovy olej

Na prvni pohled nejvétsi rozdil mezi testovanymi oleji byl pozorovan u tymianového oleje
(viz Obr. 27). Antimikrobni u¢inek mikroemulze obsahujici tymianovy olej Nobilis Tilia byl
vyS$§i Vv piipadé témét vétSiny testovanych bakterii. Tato lepsi G¢innost mize mit souvislost
s vyssim obsahem aktivni latky, thymolu, v tomto oleji, jehoz mnozstvi je podle GC analyzy
40 %, zatimco olej fy Biomedica jej obsahuje pouze 20 %. Vyssi obsah thymolu v oleji No-
bilis Tilia mGze byt pti¢inou, mimo jiné, lepsiho inhibi¢niho ucinku na bakterii Staphylo-
coccus aureus. U bakterie Pseudomonas aeruginosa byl rovnéZz pozorovan vyssi inhibi¢ni
Géinek oleje Nobilis Tilia s vyjimkou dvou nejniZSich koncentracich (1500 a 500 pg-ml™),

kde vykazoval lepsi G¢inek olej fy Biomedica.
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Obr. 27. Srovnani tymianového oleje v mikroemulzi. Olej firmy
Biomedica nahoie, olej firmy Nobilis Tilia dole.
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6.4.5.5 Porovnani inhibice jednotlivych bakterii

Nejvice citlivou bakterii ze vSech testovanych gram-pozitivnich i gram-negativnich bakterii
byl gram-pozitivni Micrococcus luteus. Z kazdé skupiny bakterii testovanych pii dané kon-
centraci byla pravé tato bakterie nejvice inhibovana a hodnoty jejiho indexu rastu byly nej-
nizs$i. Oproti tomu nejvice odolnou byla bakterie Staphylococcus aureus. Chovani téchto
dvou bakterii je porovnano na Obr. 28. Pro znazornéni rozdilu hodnot indext ristu téchto
dvou bakterii byl vybran jejich nartist v mikroemulzi obsahujici tymianovy olej Biomedica,

ve kterém byl tento rozdil nejmarkantné&;jsi.
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Obr. 28. Porovndni bakterii Micrococcus luteus a Staphylococcus aureus.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 83

6.4.6 Vliv referencniho vzorku na rist vybranych bakterii

Kromé mikroemulzi obsahujicich esencialni oleje byla ovéfena i antimikrobni aktivita refe-
ren¢ni mikroemulze, ktera olej neobsahovala. Cilem tohoto testu bylo zjistit, na kolik jsou
antimikrobn¢ Uc¢inné ostatni slozky obsazené v mikroemulzich. Referen¢ni mikroemulze
byla fedéna stejnym zpisobem, jako byly fedény mikroemulze s esencialnimi oleji. Koncen-
trace etanolu a Tweenu 20 je tedy stejna, jako Vv testovanych vzorcich obsahujici esencialni
oleje. Ve dvou nejnizsich fedénich, jak je patrné z Obr. 29, dosahovala cela skupina testova-
nych bakterii indexu rustu 60 az 70 %. Tak vysoké hodnoty indexu ristu nebyly zazname-
nany v zddném z vySe uvedenych mikroemulznich systémii obsahujici esencidlni oleje.
V nejnizs§im fedéni referenéniho vzorku ¢inil IR bakterie Pseudomonas aeruginosa 84 %.
Kromé bakterie Micrococcus luteus lze pozorovat piimou zavislost indexu ristu na snizujici
se koncentraci referen¢niho vzorku. Nejvice odolnou bakterii byla mimo bakterii Pseudo-
monas aeruginosa i bakterie Staphylococcus aureus. Obdobn¢ jako u mikroemulzi s esenci-
alnimi oleji, byla i v pfipadé referen¢niho vzorku K jejich ptiisobeni nejvice citliva bakterie
Micrococcus luteus. | v nejnizsi testované koncentraci byl IR této bakterie 11 %. V nefedé-
ném referenénim vzorku byl Micrococcus luteus zcela inhibovan. Z Obr. 29 je patrné,
ze etanol v kombinaci s Tweenem 20 ma rovnéz ur€itou antimikrobni aktivitu, ktera je pak

dale zvysena pfitomnosti esencialnich oleju.

90 -

80 -

70 ~
$ 60 -
= u M.luteus
Z 50 - 5 .
o= H P aeruginosa
= 40 -
o S.aureus
=
= 30 - .
= mE.coli

20 1 B.cereus

10 -

0 .

1 2 3 4 5 6 7
Redéni

Obr. 29. Vliv referencniho vzorku (bez esencidlniho oleje) na rist vybra-

nych bakterii.
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6.5 Cytotoxicita

Kromeé sledovani antimikrobnich vlastnosti pfipravenych mikroemulzi byla rovnéz testovana
jejich cytotoxicita. Cytotoxicky ucinek byl sledovan na bunééné linii embryonalnich mysich
fibroblasti NIH/313. Stanoveni bylo provedeno na zéakladé posouzeni hodnot absorbanci
meétenych po provedeni MTT testu. Cytotoxicita byla vyjadiena pomoci viability bungk,
tj. miry zivotaschopnosti bunék odolnych vici pisobeni mikroemulzi vztazenych na pocet
bunék v ¢istém kultivaénim médiu. Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 16 — 19. Grafic-

ké srovnani cytotoxického pisobeni mikroemulzi obsahujici oleje obou firem je uvedeno

na Obr. 30.

Tab. 16. Viabilita bunék v mikroemulzi s citronovym olejem.

Viabilita bun¢k
Redén Koncentrac_el oleje [%]
[ug-ml™] o I
Biomedica Nobilis Tilia

1 1000 49 +0.03 49 +0.01
2 500 47 £0.01 51+0.04
3 100 66 +0.01 66 £ 0.03
4 50 95+ 0.03 93 £0.02
5 10 84 +0.02 83+£0.03
6 5 82 +0.01 90 + 0.02
7 1 73 £0.03 64 +0.01
8 0.5 90 +£0.04 104 + 0.04
9 0.1 102 +0.02 98+ 0.03
10 0.01 108 + 0.02 98 +0.03
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Tab. 17. Viabilita bunék v mikroemulzi s hrebickovym olejem.

Viabilita bun¢k
Koncentrace oleje [%]
[ng'ml™] - -
Biomedica Nobilis Tilia

1000 58 +0.02 66 + 0.01

500 59+0.01 62 + 0.03

100 71 +0.01 88+0.03

50 100 £+ 0.02 111 +£0.02
10 111 £0.01 121 +0.04

5 116 +£0.03 114 +0.03

1 69 +0.01 86 + 0.04

0.5 100+ 0.03 84 +0.03

0.1 101 +0.05 87 +£0.04

0.01 100+ 0.04 91 +0.04

Tab. 18. Viabilita bunék v mikroemulzi se skoricovym olejem.
Viabilita bun¢k
Koncentrace oleje [%]
[ug'ml™] o o
Biomedica Nobilis Tilia

1000 42 +£0.01 43 +0.03

500 44 +0.02 51+0.02

100 47 +£0.01 49 +0.01

50 46 +0.01 53 +0.02

10 59 +0.02 66 + 0.01

5 69 + 0.04 76+ 0.04

1 62 +0.03 77 +£0.03

0.5 95+0.03 102 +0.07

0.1 96 £ 0.02 104 + 0.08

0.01 93 +0.02 98 + 0.05
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Tab. 19. Viabilita bunék v mikroemulzi s tymianovém olejem.

Viabilita bun¢k
Koncentrace tymianového [%]
oleje v mikroemulzi
[hg:mi”] Biomedica Nobilis Tilia

1000 55+0.02 47 +£0.03

500 59 +£0.02 54 +0.05

100 76 +£0.03 52+ 0.04

50 111 +£0.03 96 +0.02

10 100 + 0.04 95+ 0.01

5 114 +0.03 97 +£0.04

1 80 £ 0.05 86 +0.03

0.5 99 +0.03 104 £ 0.04

0.1 96 +0.02 104 £ 0.01

0.01 101 +£0.01 108 +£0.02
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Obr. 30. Srovnani viability bunék v mikroemulzich s esencidlnimi oleji

fy Biomedica (nahoi‘e), fy Nobilis Tilia (dole).

Jak je uvedeno v kapitole 5.6.7, podle pozadavkti mezinarodni normy EN ISO 10993-5

je mozno cytotoxicky uéinek testovanych vzorkt zhodnotit podle nasledujici stupnice:

e necytotoxicky U€inek: mnoZstvi viabilnich bunék vyssi nez 80 %;
e slabé¢ cytotoxicky ucinek: 60 — 80 %;
e stfedn¢ cytotoxicky ucinek: 60 — 40 %;

¢ siln¢ cytotoxicky ucinek: méné nez 40 %.
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Z vysledku je ziejmé, ze zadna z testovanych mikroemulzi s esencialnimi oleji nevykazova-
la, ani pii nejvyssich koncentracich, silny cytotoxicky Gc¢inek na pouzitou bunéénou linii,
kdy by se viabilita bun¢k snizila pod 40 %. U nejvyssich koncentraci mikroemulzi byly po-
zorovany stfedné cytotoxické ucinky s viabilitou bunék lezici v intervalu 40 az 60 %.
Se snizujici se koncentraci oleje v mikroemulzi pak cytotoxicky ucinek postupné klesal.
V nékolika ptipadech bylo zaznamendno (napiiklad u vzorku mikroemulzi s citronovym,
hiebickovym a tymidnovym oleje fy Biomedica), Ze pii testovani vzorku s koncentraci oleje
1 pg-ml™ byla viabilita bunék nizsi, nez tomu bylo u vedlejsich niz3ich a vyssich koncentra-
ci. Srovnanim mikroemulzi s esencialnimi oleji obou firem naznacuje, ze oleje fy Nobilis
Tilia jsou pro testované buiiky mén¢ toxické (i kdyz rozdil neni velky). Naptiklad u hiebi¢-
kového oleje enkapsulovaného v mikroemulzi byla pozorovana vyssi viabilita bun¢k, nez
tomu bylo v ptipadé stejného oleje fy Biomedica. Obdobné piisobil i olej citronovy a tymia-
novy. U nejniZsich testovanych koncentraci (0.01 pg-ml™) byla stanovena viabilita bungk
ca 100 %, coz je znamka uplné absence cytotoxicity. Hodnoty vyssi, nez 100 %, pak mohou

byt disledkem pozitivniho vlivu téchto ztedénych mikroemulzi na bunéény rust.

Tab. 20. Viabilita bunék po piisobeni referencnich mikroemulzi.

Viabilita bun¢k
Redéni [%]
mikroemulzi

Reference 1 Reference 2
1 48 £0.02 52 +0.01
2 46 £0.02 60 +0.01
3 67 £0.01 71+£0.01
4 58 £0.02 92 +0.03
5 79 £ 0.05 103 £0.04
6 79 +£0.02 106 + 0.03
7 70 £ 0.04 71+0.03
8 116 £0.01 111 £0.04
9 97 £ 0.01 112 £0.04
10 91 +0.02 101 +£0.04

Kde: Reference 1 — mikroemulze bez esencialniho oleje, Reference 2 — mikroemulze bez

esencialniho oleje a etanolu.
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Obr. 31. Viabilita bunék referencnich mikroemulzi (reference 1 - mik-

roemulze bez EO, reference 2 — mikroemulze bez EO a etanolu).

Kromé mikroemulzi obsahujicich esencialni oleje byla testovana i cytotoxicita dvou refe-
ren¢nich vzorki. Jak je patrné z Tab. 20 a Obr. 31, i samotné referenéni mikroemulze vyka-
zovaly jisty cytotoxicky ucinek. V nejvyssich koncentracich mély referencni mikroemulze
(1 a 2), podle stupnice EN ISO 10993-5, stiedné cytotoxicky ucinek. Pti vétsich fedénich
vykazovaly bud’ slabou cytotoxicitu, nebo cytotoxicky nepisobily viibec. Mensi cytotoxicky
ucinek byl podle ocekavani zaznamenan u druhého referenéniho vzorku, obsahujiciho pouze

Tween 20. Tento nizsi efekt ve srovnani s referenci 1 byl zpiisoben absenci etanolu.

Ze srovnani mikroemulzi s oleji a referenénich mikroemulzi je ziejmé, Ze jejich cytotoxicita
neni vysokd a je ovlivnéna rovnéz piitomnosti dalSich slozek, naptiklad surfaktanty nebo

etanolem.
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ZAVER

Cilem piedlozené diplomové prace bylo pfipravit mikroemulze s esencialnimi oleji (citrono-
vy, hiebi¢kovy, skoficovy, tymidnovy), charakterizovat je a provést zkousky jejich biologic-
kych uc¢inki (antimikrobni G¢innost a cytotoxicita). K nalezeni optimalniho slozeni mikro-
emulzi, vhodnych pro testovani biologickych vlastnosti, byly pouzity fazové diagramy.
V priubéhu prace bylo zjisténo, Ze surfaktanty Tween 60 a Tween 80 nebyly schopny vytvo-
fit mikroemulze se vSemi testovanymi oleji. Stabilni systémy byly pfipraveny pouze s pouZi-
tim Tweenu 20. Pomoci fazovych diagrami bylo ur¢eno, ze enkapsulace olejt je pozitivné
ovlivnéna ptitomnosti propylenglykolu jako solubilizatoru. Tento pozitivni vliv byl nejmar-

kantnéjsi v pfipad¢ mikroemulzi s hiebickovym olejem.

Plynovou chromatografii bylo stanoveno slozeni testovanych esencidlnich. VE&t§i mnoZzstvi
aktivnich latek v esencidlnich olejich bylo detekovano v olejich fy Biomedica (citronovy
a hiebickovy olej), ve zbyvajicich olejich (skoficovy a tymianovy olej) byl vyssi obsah ak-

tivnich latek zjistén v olejich fy Nobilis Tilia.

Vsechny pfipravené mikroemulze byly charakterizovany pomoci fotonové korelacni spekt-
roskopie. Mikroemulze byly méfeny po ptipravé a po Sesti tydnech skladovani, kdy byla
zjiStovana jejich stabilita. V mikroemulzich byly po piipravé ptitomny ¢astice s velikosti
7.5az 11.0 nm. Po Sesti tydnech se velikosti ¢astic pohybovaly v rozmezi 5.5 az 10.9 nm
a mikroemulze byly stabilni. VSechny mikroemulze, po pfipravé i po Sesti tydnech sklado-

vani, byly transparentni, ¢ir¢, bez znamek zékalu.

Pomoci sestrojeni fazovych diagraml byl zjisténo optimalni slozeni mikroemulzi vhodné
K testovani na antimikrobni Gi¢innost. Byla zvolena vhodnéjsi koncentracni fada, nez v praci
[16]. Antimikrobni zkouseni bylo provedeno na tiech gram-pozitivnich (Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus subsp. aureus, Bacillus cereus) a dvou gran-negativnich (Pseudomo-
nas aeruginosa, Escherichia coli) bakteriich. Neju¢inngjsi byly mikroemulze s obsahem
skoficového oleje. Témét ve vSech testovanych koncentracich tohoto oleje byl index ristu
bakterii niz§i 2 %. Nejméné ucinnym olejem v mikroemulzich byl olej citronovy
byl gram-pozitivni Micrococcus luteus. Index rtstu této bakterie byl ve vétsiné mikroemulzi
nizs$i nez 15 %, vyjimkou byly mikroemulze citronového a hiebickového oleje fy Nobilis
Tilia, kde byl stanoven IR 31 a 37 %. Nejvice odolnou bakterii byl gram-pozitivni Staphylo-

coccus aureus subsp. aureus. Z namétenych vysledka vsak nelze jednozna¢né konstatovat,
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zda testované esencialni oleje jsou vice uc¢inné na gram-pozitivni nebo gram-negativni bak-

terie.

Mimo antimikrobni G¢inky byly pfipravené mikroemulze testovany i z hlediska jejich moz-
ného cytotoxického ucinku. Bylo zjisténo, Ze nejvyssi z testovanych koncentraci mikro-
emulzi vykazovaly stfedni cytotoxicitu, kdy se zivotnost bunék vyskytuje v rozmezi 40 —
60 %. Se snizujici se koncentraci cytotoxicky ucinek klesal a nejnizsi testované koncentra-

ce mikroemulzi neptisobily cytotoxicky vibec.

Studovana problematika je natolik rozsahld, Ze by mohla byt pfedmétem dalSi préce.
V dalsich krocich by mohla byt provedena analyza plynovou chromatografii s hmotnostnim
detektorem, aby bylo detekovano a identifikovano vice slozek esencialnich oleja. Dale
by bylo uzite¢né stanovit antimikrobni aktivitu mikroemulzi s aktivnimi latkami (cinnamal-
dehyd, eugenol, thymol) nebo by mohla byt zmétena velikost ¢astic v mikroemulzich obsa-

hujici solubilizator propylenglykol.
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Esencialni olej
Plamenové-ionizacni detektor
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Index rastu

Mezinarodni organizace pro standardizaci
Mikroemulze

Minimélni inhibi¢ni koncentrace
Hmotnostni spektrofotometr
Thiazolova modr (thiazolyl blue formazan)
Dusiko-fosforovy detektor

Nobilis Tilia

Olej

Systém olej ve vode

Povrchové aktivni latka

Fotonova korelacni spektroskopie
Polydimethylsiloxan
Propylenglykol

Rastova kiivka
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v/o
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PRILOHA P I: FAZOVE DIAGRAMY |
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Obr. 32. Srovnani mikroemulzi obsahujici citronovy olej fy Nobilis vlevo, fy Biomedica

vpravo a viiv propylenglykolu jako solubilizatoru.
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Obr. 33. Srovnani mikroemulzi obsahujici tymidanovy olej fy Nobilis vlevo, fy Biomedica

vpravo a viiv propylenglykolu jako solubilizatoru.
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PRILOHA P 111:RK ME CITRONOVEHO OLEJE (B)
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Obr. 34. Ruistové kirivky ME s citronovym olejem fy Biomedica. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus,
E.coli, B.cereus; legenda koncentrace [,ugml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P IV: RK ME HREBiCKOVEHO OLEJE (B)
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Obr. 35. Riistové kifivky ME s hiebickovym olejem fy Biomedica. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus,
E.coli, B.cereus; legenda koncentrace [,ugml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P V: RK SKORICOVEHO OLEJE (B)
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Obr. 36. Riistové kiivky ME se skoricovym olejem fy Biomedica. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus, E.coli,
B.cereus; legenda koncentrace [ug -ml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P VI: RK ME TYMIANOVEHO OLEJE (B)
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Obr. 37. Ruistové kifivky ME s tymianovym olejem fy Biomedica. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus, E.coli,
B.cereus; legenda koncentrace [ug-ml™]:0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P VIII RK ME CITRONOVEHO OLEJE (NT)
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Obr. 38. Riistové kirivky ME s citronovym olejem fy Nobilis Tilia. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus, E.coli,
B.cereus; legenda koncentrace [ug ~m|'1] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P VIII: ME HREBICKOVEHO OLEJE (NT)

1,000

380,500
©

-0.500 &) 5 10 . .15 20 2!——0
: Cas (hodiny)

1,000
20,500
3

a
©0,000

-0,500

1,500
o 1,000
3
2 0,500
O

0,000

-0,500

1,000
80,500
a

0 0,000

-0.500 0 5 10 ¢as (hodid) 20 2% __,

Obr. 39. Riistové kifivky ME s hirebickovym olejem fy Nobilis Tilia. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus,
E.coli, B.cereus; legenda koncentrace [,ugml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P IX: RK ME SE SKORICOVYM OLEJEM (NL)
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Obr. 40. Rustové kiiivky ME se skoricovym olejem fy Nobilis Tilia. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus,
E.coli, B.cereus; legenda koncentrace [,ugml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P X:ME S TYMIANOVYM OLEJEM (NT)
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Obr. 41. Rustové kiiivky ME s tymianovym olejem fy Nobilis Tilia. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus,
E.coli, B.cereus; legenda koncentrace [,ugml'l] :0 (bujon) 10000, 8500, 6500, 5000, 3500, 1500, 500.
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PRILOHA P XI:RK REFERENCNI ME
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Obr. 42. Rustové kifivky referencni ME. Shora M.luteus, P.aeruginosa, S.aureus, E.coli, B.cereus; legenda
Fedeéni:0 (bujon), 1, 2, 3,4,5, 6, 7.



