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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva ptipravou a charakterizaci mikroemulzi s obsahem esencial-
nich olejti. V teoretické Casti je zaméiena na popis emulznich systému, jejich rozdé€leni,
slozeni, metody piipravy, stabilitu a vyuziti. Dale teoreticka ¢ast obsahuje charakteristiku
esencialnich olejt, jejich priklady a moznosti vyuziti. Praktickd ¢ast se vénuje piipravé
mikroemulzi s obsahem citronového, skotficového, hiebickového nebo tymidnového oleje
Vv piitomnosti etanolu jako ko-surfaktantu, surfaktantu Tween 60 a vody, respektive vody
v kombinaci s propylenglykolem. K nalezeni vhodného sloZeni zajist'ujiciho vznik stabil-
nich mikroemulzi byly pouzity fazové diagramy tiislozkového systému. Mozné inhibi¢ni
ucinky pfipravenych mikroemulzi byly testovany na vybranych grampozitivnich a gram-

negativnich bakteriich.

Kli¢ova slova: mikroemulze, surfaktant, ko-surfaktant, esencialni olej, antibakterialni akti-

vita

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the preparation and characterization of microemulsions con-
taining essential oils. The theoretical part focuses on the description of emulsion systems,
their classification, composition, methods of preparation, stability and utilization. Essential
oils are also characterized including their examples and applications. The experimental part
deals with the preparation of microemulsions containing lemon, cinnamon,
clove and thyme oils in the presence of ethanol as co-surfactant, surfactant Tween 60, wa-
ter and water in combination with propylene glycol, respectively. To find a suitable com-
position ensuring the formation of stable microemulsions, the phase diagrams of three-
component system were used. Possible inhibitory effects of the prepared microemulsion

on selected gram-positive and gram-negative bacteria were tested.

Keywords: microemulsion, surfactant, cosurfactant, essential oil, antibacterial effect
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UvVOD

Rostouci zajem o mikroemulze jako vehikula pro kosmeticky aktivni substance vyplyva
predevsim z vyhod, které ptinaseji jejich priznivé fyzikdlné-chemické vlastnosti. Na rozdil
od emulzi, coz jsou disperzni systémy skladajici se ze dvou nemisitelnych nebo omezené
misitelnych kapalin a surfaktantu, je pro mikroemulze typicka pfitomnost ko-surfaktantu,
ktery napomaha snizovat povrchové napéti. Zatimco emulze vznikaji intenzivni homogeni-
zaci a jsou mlécné a neprihledné, mikroemulze vznikaji spontanné po promichani vSech
slozek a diky malé velikosti ¢astic (10 — 100 nm) jsou transparentni. Jejich dal§imi vyho-
dami jsou nizké viskozita, termodynamické stabilita a schopnost solubilizovat jak lipofilni

tak hydrofilni latky pouzivané v kosmetickych formulacich.

Esencialni oleje jsou smési t€kavych bioaktivnich latek produkované pfedevs§im rostlinami.
Ziskavaji se z jejich riznych ¢asti, naptiklad destilaci nebo lisovanim. Maji fadu ucinkd,
které jsou stale pfedmétem zkoumani. Patfi mezi n¢€ napt. antibakteridlni, antimykotickeé,
antivirové, antiparazitni, protizanétlivé nebo analgetické G¢inky. Z literatury je znamo,
ze enkapsulace aktivnich latek do emulznich a mikroemulznich systémt muze jejich ucin-
nost jeste zvysit.

Cilem této prace bylo provést studie sméfujici k pfipravé mikroemulznich systému
s obsahem esencidlnich oleji a najit jejich vhodné sloZeni, které by mohlo byt néasledné
vyuzito v praxi. K tomuto G¢elu bylo studovano fazové chovani emulznich a mikroemulz-
nich systémil prostfednictvim pseudo-ternarnich fazovych diagrami. Dalsim cilem prace
bylo piipravené mikroemulze charakterizovat pomoci méteni velikosti jejich Castic a pro-
vést alespont predbézné testovani jejich inhibi¢niho ucinku na vybrané grampozitivni

a gramnegativni bakterie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

. TEORETICKA CAST
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1 EMULZE

Emulze jsou disperzni systémy nejméné dvou vzajemné nemisitelnych kapalin. Commision
Internationale de Terminologie definovala v roce 1960 emulze jako heterogenni disperze
jemnych kapek jedné kapaliny v druhé, z nichz jedna tvoii kontinualni, kapalné prostredi
[1].

Ptredpokladem vzniku prakticky pouzitelnych emulzi je piitomnost surfaktantl, kterych
je dnes k dispozici velké mnozstvi a které umoznuji snadno piipravu emulzi jak I. typu

(olej ve vode o/v), tak 1l. typu (voda v oleji v/o) [1].

1.1 Klasifikace emulzi

Emulze Ize klasifikovat prostfednictvim ruznych hledisek, napt. podle charakteru disperz-
niho prostiedi, podle koncentrace disperzniho podilu nebo podle velikosti ¢astic. Nejbézné-

ji se pouziva nasledujici rozdé€leni [2]:

1.1.1 Podle charakteru disperzniho prostiedi

o emulze primé (1. typu), oznaCované jako o/v (olej ve vode), ve kterych je vnéjsi fazi
polarngjsi kapalina [2];
o emulze obrdcené (1. typu), jejichz vnéjsi fazi je nepolarni kapalina; ty jsou oznaco-

vany jako emulze v/o (voda v oleji) [2].

1.1.2 Podle koncentrace disperzniho podilu

o zfedené emulze — disperzni podil zaujima max. 2 % celkového objemu [2];

e koncentrované emulze — s nedeformovanymi sférickymi kapkami, které v monodis-
perznich systémech mohou dosahnout koncentrace disperzniho podilu az 74 obj.%,
coz odpovida nejtésnéjSimu geometrickému uspoifadani kulovitych ¢astic [2];

e vysoce koncentrované (gelovité) emulze — s kapkami disperzniho podilu uloZzenymi
tak tésné, Ze se vzajemné¢ deformuji; nabyvaji tvaru mnohostént, oddélenych

od sebe tenkymi filmy koloidnich rozmér, vrstvickami vnitini faze a surfaktantu
[2].
1.1.3 Podle velikosti ¢astic

e Makroemulze — jsou systémy s velikosti kapicek disperzniho podilu Vétsinou

v rozmezi 100 — 1000 nm. Jsou mlé¢né zbarvené a termodynamicky nestabilni. Ne-
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stalé jsou proto, ze disperzni faze ma tendenci ke koalescenci, tedy shlukovani dis-
pergovanych castic ve vétsi, pripadné az ve spojitou fazi. Tento typ emulzi se vyu-
ziva ptedevsim v potravinaftstvi [3];

e nanoemulze — velikost ¢astic disperzniho podilu téchto systému byva v rozmezi 50
— 200 nm. Jsou prisvitné a kineticky stabilni. Nékteré literarni zdroje uvadi dalsi
typ emulzi — tzv. miniemulze, u kterych se velikost ¢astic pohybuje v rozmezi 80-
150 nm [3];

e mikroemulze — velikost ¢astic je v rozmezi 10 — 100 nm. Jsou ¢iré a termodynamic-
ky stabilni [3].

Priklady emulzi jsou zobrazeno na obr. 1.

PR
2 R RS .m?fyf,
R e el e it
& e ar et
£l owmii
’;;',.' RS o 5
: B RORER,
’.’/’ SR »“}
“J PR » b
Micelarni roztok Mikroemulze Emulze
(2-5 nm) (10-200 nm) (>1000 nm)

Obr. 1. Priklady emulzi [8].

1.2 Stabilita emulzi a mikroemulzi

Stabilita emulznich systémi je z hlediska jejich praktického vyuziti jednou z nejdulezitéj-
Sich vlastnosti. Stabilitu emulzi 1ze posuzovat jak z termodynamického, tak kinetického
hlediska. Termodynamicka stabilita emulze je v pfimé souvislosti s pravdépodobnosti,
ze dany proces, tj. rozpad emulze, probéhne. Oproti tomu kineticka stabilita je vyjadfovana

rychlosti rozpadu daného emulzniho systému [4].

K rozpadu emulzi dochazi riznymi mechanismy, které jsou popsany v nasledujici ¢asti

prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

® fazova
® inverze
>
emulze .. o i .
oV —» V/O
® _0
L
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kréemovani sedimentace flokulace koalescence
emulze

Obr. 2. Mechanismy rozpadu emulznich systémii [4].

e Krémovani a sedimentace jsou zaloZeny na separaci jednotlivych sloZzek pomoci
gravitacnich sil. Krémovani Ize charakterizovat jako shromaZzd’ovani disperzniho

A4

podilu v horni ¢asti systému z duvodu jeho nizsi hustoty, zatimco sedimentace
je opacny d¢&j zaptic¢inény vyssi hustotou Castic, nez je hustota vnéjsi faze [4].

e Flokulace a koalescence jsou dany agregaci Castic vnitini faze. Pti flokulaci docha-
zi k agregaci castic do vétSich celkl pfi zachovani jejich individualniho charakteru.
Pti koalescenci jedna nebo vice kapek tvoii jednu novou o vétSim priméru [4].

e [Fdzova inverze je proces, pii kterém dochazi k vyméné fazi , tzn. Ze emulze typu

o/v ptechazeji na emulze v/o a naopak. Vice viz kapitola 1.4 Metody ptipravy

emulznich systému [4].

Potravinaiské a kosmetické emulze jsou velmi slozité systémy obsahujici fadu latek jak
ve vnitini, tak ve vnéjs$i fazi. Mezi témito latkami dochazi k interakcim na molekularni
i na koloidni trovni. Povaha téchto interak¢nich sil je rizna a ovliviuje stabilitu daného

emulzniho systému [4].
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Vyse popsané mechanismy rozpadu emulznich systéml jsou graficky znazornény

na obr. 2.

Problematika stability emulzi je velmi Sirokd a v této praci ji nebude vénovana vétsi pozor-

nost.

1.3 Mikroemulze

Termin mikroemulze je pouzivan pro systémy slozené z olejové faze (napf. triacylglycero-
ly nebo uhlovodiky) a vodné faze (voda nebo vodné roztoky), které jsou rozptyleny jedna

ve druhé za cilem vytvofit systém s ¢asticemi, jejichz velikost je v fadech nanometrt [6].
Dftive byly mikroemulze definovany jako ¢isté a roztoklim podobné systémy agregovanych
kapicek rozptylenych jedna ve druhé [6].

Podle novéjsi a vice akceptované definice jsou mikroemulze spontdnné formované, ¢iré,
termodynamicky stabilni homogenni disperze dvou nemisitelnych kapalin, obsahujici od-
povidajici mnozstvi surfaktantu a ko-surfaktantu. Mezifazové napéti mikroemulzi je velmi

nizké (cca 102 mN/m) [6].

Zékladni typy mikroemulznich systému jsou uvedeny na obr. 3.

voda v oleji olej ve vodé

Obr. 3. Zdkladni typy mikroemulznich systémii [7].

1.3.1 Typy mikroemulzi

Nejznaméjsi déleni mikroemulzi je déleni podle Winsora. Podle tohoto systému jsou mik-

roemulze ¢lenény podle povahy fazovych rovnovah do ctyt zakladnich typa [6]:

e typ | (Winsor I) - surfaktant je v téchto mikroemulznich systémech rozpustény

piednostné ve vodé a v mikroemulzich o/v. Vodna faze bohata na surfaktant koe-
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xistuje s olejovou fazi, kde je surfaktant zastoupen pouze jako monomer v malé
koncentraci [4];

e typ Il (Winsor Il) - surfaktant je rozpustén hlavné v olejové fazi a mikroemulzich
v/o. Olejova faze bohatd na surfaktant koexistuje S vodnou fazi obsahujici pouze
malé mnozstvi surfaktantu [4];

o typ Il (Winsor Ill) — tfifazovy systém, kde stfedni faze bohatéd na surfaktant koexis-
tuje s prebytky vodné faze a olejové faze s malym mnozstvim surfaktantu [4];

e typ IV - jednofazovy systém, kde jsou olej i voda solubilizovany v pfitomnosti do-

state¢ného mnozstvi surfaktantu a ko-surfaktantu [6].

1.3.2 Slozeni mikroemulzi

Charakter mikroemulzi, resp. skute¢nost, zda se tento systém viibec vytvofi, zavisi na typu
olejové a vodné faze, jakoz i na struktufe surfaktantu a ko-surfaktantu a na jejich mnozstvi
v konkrétnim systému. Dale budou podrobnégji charakterizovany jednotlivé slozky mikro-

emulzi pouzivanych v kosmetice.

A. Olejovi fize

Hlavnim kritériem pro vybér olejové faze je jeji schopnost umoznit vysokou rozpustnost
lipofilnich ingredienci v mikroemulznim systému (0/v). Nasycené (napi. kyselina laurova,
myristova nebo kaprova) a nenasycené (kyselina olejova, linolova nebo linoleova) mastné
kyseliny jsou proto jako olejova faze jiz dlouho pouzivany. Jako olejova faze jsou rovnéz

vyuzivany i napf. estery mastnych kyselin a bézné oleje [8].

B. Surfaktant

Vybrany surfaktant musi byt béhem procesu emulgace schopen snizovat mezifdzové napéti
na velmi malé hodnoty a musi kolem kapicek dispergované faze vytvaret flexibilni film.
Obecné plati, ze surfaktanty s niz§i hodnotou hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) jsou
pouzivany pro mikroemulze typu v/o. Oproti tomu surfaktanty s vyssi hodnotou HLB jsou
vyuzivany pro mikroemulze o/v. Pro mikroemulze je charakteristickd pfitomnost relativné
velkého mnoZstvi surfaktantu. Obvykle se udava, ze pro jeji vytvoteni je potieba urcité
mnozstvi surfaktantu, avSak velké mnozstvi surfaktantu v mikroemulzich je nezadouci,

jelikoz muze zpusobovat nezadouci G¢inky jako jsou iritace ktize nebo alergie [8].
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Surfaktanty 1ze d¢lit podle nékolika kritérii. Napt. podle hodnoty HLB nebo podle typu
hydrofilni slozky.

e podle typu hydrofilni slozky

Surfaktanty

Neionogenni Ionogenni

Anionické Kationické Amfoterni

Obr. 4. Déleni surfaktantii [5].

Zakladnim kritériem déleni surfaktantii je schopnost molekuly disociovat na ionty. Polarni
skupiny ionogennich surfaktanti jsou disociovatelné. U&innou slozkou je bud’ anion (anio-
nické) nebo kation (kationické). Amfolytické surfaktanty se mohou v zavislosti na pH cho-

vat bud’ jako anionické nebo kationické [5].

Schematické vyobrazeni rozdéleni surfaktantd je uvedeno na obr. 4 a piehled nejbéznéjsich

anionickych a kationickych surfaktantti je sefazen v tab. 1 a tab. 2.
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Tab. 1. Prehled nejbéznejsich anionickych surfaktanti [5].

Tenzid Vzorec Ionizace
= ©
mydla R—C slaba
O Na
i
alkylfosfat R—O—P—0 Na slaba
O Na
alkylsulfat R _0503'— Na’® silna
alkylsulfonat | R—S0, —Ng° silna
CH,—OCOR
dialkyljantarat .- silna
Na O,S— CH—OCOR

Hlavnimi vychozimi surovinami pro vyrobu syntetickych anionickych tenzidt jsou jedno-

sytné alkoholy s delSim uhlikatym fetézcem, mastné kyseliny a nenasycené uhlovodiky

s délkou fetézce C8 az C18, dale benzen, naftalen nebo fenol [9].
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Tab. 2. Prehled nejbéznéjsich kationickych surfaktanti [5].

Tenzid Vzorec Ionizace
primarni aminy RNHE -HCl slaba
R,
sekundarni aminy ‘ slaba

R ,—NH. HCI
R,
terciarni aminy R,—N .HCI slaba
R 3
R,
kvartérni aminy R 1—N+ Cl (X7) silna
\\
| "R,
R 3

Kationické surfaktanty se vyrabi v mensim rozsahu a jejich vyznam spociva predevsim

v desinfekénich a antiseptickych téincich [9].

Neionické surfaktanty obsahuji jako polarni skupiny aminoskupiny, etherové a hydroxylo-
vé skupiny, které tvofi s molekulami vody vodikové mistky, coZ umoziiuje rozpustnost
téchto latek ve vod¢. Zakladnimi surovinami pro jejich vyrobu jsou vyssi mastné kyseliny,

vyssi alkoholy a alkyfenoly [9].

podle hodnoty HLB
HLB neboli hydrofilné-lipofilni rovnovaha je pomér mezi hydrofilnimi a lipofilnimi ¢astmi
molekuly surfaktantu. Tato hodnota HLB rozhoduje, jak lze jednotlivé surfaktanty v praxi

vyuzit — viz tab. 3 [5].
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Tab. 3. Praktické pouziti surfaktantii v zavislosti na hodnoté HLB [5].

Vzhled disperze HLB | Pouziti

0
netvori disperzi ve vodé {2
4~ emulgatory V/O
6
mlékovita nestabilni disperze | 8 L smacedla
mlékovita stabilni disperze 10
12}, detergenty emulgatory O/V
4
Ciré disperze 16 U solubilizatory
18

C. Ko-surfaktant

Ve vétsing pripadii nejsou alifatické surfaktanty schopny samy o sob¢ snizit mezifazové
napéti emulzniho systému o/v tak, aby mohly vzniknout mikroemulze. Pokud je Zadouci
film vytvofeny jednim surfaktantem, musi byt jeho lipofilni fetézec dostatecné kratky ne-
bo musi obsahovat funk¢ni skupiny schopné zvysovat fluiditu (napf. nenasycené vazby)
[4].

Ko-surfaktanty jsou latky, jejichZ uhlovodikovy fetézec neni dost dlouhy na to, aby mohly
samostatné asociovat v micely, ale mohou vstupovat do struktury micel asociativnich ko-
loidl a snizovat tak povrchové napéti. Pfikladem mohou byt alkoholy o stfedni délce fetéz-

ce (napf. hexanol) [10].

Priklady konkrétnich latek, které lze pouzit pro pfipravu kosmetickych mikroemulzi jsou

uvedeny v tab. 4.
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Tab. 4. Priklady surovin pro pripravu kosmetickych mikroemulzi [8].

Slozka Zdroj Priklady

Oleje: olivovy, sojovy, kukuti¢ny nebo kokosovy.

Piirodni
C e Hrodh Vosky: jojobovy vosk.
Olejova faze . - .
Synteticky Isopropylmyrystat, 1sopropy1'pa1{mtat, ethyllaurat, kyselina
olejova
Ptirodni Lecitin, alkylglykosidy, alkylestery

Anionické: laurylsulfat sodny
Amfoterni: dodecyl betain, cocamidopropyl betain
Surfaktant Neionické: Tween, Span, Poloxamer, Brij, cetylalkohol,

Synteticky ]
cocamide MEA
Kationické: kvartérni alkylamoniové soli, napft. cetyltrimethyl
amonium bromid
Fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylglycerol
Ko-surfaktant Piirodni y _ “y o yigly
a jejich derivaty
Synteticky Etanol, isopropanol, propanol (nizsi alkoholy),

polyethylenglykol, propylenglykol

Vétsina mikroemulzi, zv1asté ty, které vyuzivaji ionogenni surfaktanty, vyzaduje ptidavek
ko-surfaktantu. Tim dosdhnou zadanych mezifazovych vlastnosti, které zajisti spontanni
dispergaci jedné faze ve druhé. Oproti tomu mikroemulze obsahujici neionické surfaktanty
Ize ptipravit i bez piidavku ko-surfaktantu, avsak i v tomto ptipadé je ¢asto pfitomnost ko-

surfaktantu nezbytna [11].

1.4 Metody pripravy emulznich systému

1.4.1 Priprava makroemulzi

Ptiprava makroemulzi probihd vétSinou dvoufazove. V prvni fazi emulzifikace dochézi
K tvorbé hrubé emulze, obvykle za vyssich teplot, s relativné velkymi ¢asticemi dispergo-

vané faze. V druhé fazi, tzv. homogenizaci, se upravuje velikost ¢astic [12].

1.4.2 Ptiprava mikroemulzi

Typickou metodou ptipravy mikroemulzi je metoda fazové titrace. Mikroemulze jsou béz-
né pripravovany Spontanni emulzifikacni metodou a mohou byt popsany pomoci fazového

diagramu. Ctyifazovy diagram (systém o &tyfech slozkach — voda, olej, surfaktant, ko-
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surfaktant) je naro¢ny jak na Cas pottebny k jeho sestrojeni, tak i na interpretaci. Z tohoto
davodu se Cast&ji vyuziva nepravy tzv. pseudo - tfifazovy diagram, nejcastéji se slozkami
1) surfaktant, 2) voda a 3) olej/ko-surfaktant. Je sestavovan po nalezeni oblasti vyskytu

raznych typt zon, napf. mikroemulzni zony nebo oblasti vyskytu tekutych krystala [6], [8].

Obecné schéma fazového diagramu je znazornéno na obr. 5 [6] .

Surfaktant + kosurfaktant

Ohblast
tekutych
krystald

Mikroemulze
typu o/v

Mikroemulze
typu v/o

Inverzni
micelarni
roztoky

Micelarni
roztoky

Makroemulze

Voda Olej

Obr. 5. Fazovy diagram o trech slozkdch [4].

1.4.3 Priprava nanoemulzi

K ptipravé nanoemulzi se vyuziva metody ptimé homogenizace nebo metody fazové in-
verze. Fazova inverze nastdva v okamziku piidani nadmérného mnozstvi dispergované
faze Kk fazi kontinualni nebo na zakladé zmény teploty. Béhem fazové inverze dochazi i ke
zménam velikosti ¢astic. Tyto metody vyuZzivaji zmén spontanniho zaktiveni surfaktantu.
U neionickych surfaktanti toho lze dosdhnout zménou teploty sytému, kdy nanoemulze
olv, které vznikaji pii nizsich teplotach, piechazi do opacného typu v/o pfi vyssich teplo-
tach. Béhem ochlazovani systém piekracuje nulovy bod spontanniho zakiiveni a dochazi
ke snizeni povrchového napéti na minimum, coz zaroven podporuje vznik malych disper-

govanych kapicek olejové faze [8].
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1.5 Pouziti mikroemulzi

V poslednich dvou desetiletich probiha prudky rozvoj vyuziti mikroemulznich systému
v mnoha odvétvich. V nasledujici ¢asti prace jsou uvedeny nékteré zajimavé aplikaéni ob-

lasti [13].

o  Mikroemulze jako pohonné hmoty — jednou z vyhod paliv zaloZzenych na mikro-
emulznich systémech je pfitomnost vody, kterd uspésné napoméha snizovat obsah
sazi. Kdyz se behem spalovani paliva odpafuje voda, snizuje se tim uvolnované
teplo a celkova teplota pfi spalovani. Pfitomnost vody také zlepSuje rozpraseni pa-
liva a minimalizuje uvoliovani emisi [13].

e Mikroemulze jako maziva, rezné oleje a inhibitory koroze — mikroemulze nebo re-
verzni micelarni roztoky jsou pro tento ucel pouzivany jiz nékolik desitek let. Pti-
tomnost surfaktantu v mikroemulzich pisobi jako inhibitor koroze. Voda v mikro-
emulzich s vyssi teplotni vodivosti dodava do systému vyssi tepelnou kapacitu. Ta-
to sloZzeni mohou byt pouzita pro fezné oleje [13].

o  Mikroemulze jako ndtérové hmoty — aplikace natéra je velmi perspektivni a rychle
se rozvijejici oblast mikroemulzni technologie. Natérové hmoty na bazi mikro-
emulzi vykazuji vyss§i odolnost proti odlupovani z povrchu, lepsi barevnou intenzi-
tu a jsou odolnéjsi proti vzniku skvrn [13].

e Mikroemulze jako detergenty — mikroemulze jsou pro Cistici ucely vhodnéjsi nez
tradicné pouZzivand organickd rozpoustédla, protoze mohou solubilizovat polarni
(napf. soli, barviva, bilkoviny ) i nepolarni (napf. tuky nebo oleje) latky [13].

e Mikroemulze v kosmetice — v mnoha kosmetickych aplikacich, jako napft. produkty
péce o plet’, jsou Siroce pouzivany emulze s vodnou kontinualni fazi. Predpoklada
se, ze mikroemulzni slozeni umozni rychlejsi vstiebani aktivnich slozek do pokoz-
Ky. Po naneseni na pokozku se vétSina emulzi rozrazi a uvolnéna vodna faze
se pomé&rn¢ rychle odpati. Na povrchu pokozky pak zistava jen jemny, homogenné
rozlozeny film lipofilnich latek, ktery pokozku osetfuje a chrani [1], [13].
Mikroemulze 1ze najit v nasledujicich piipravcich:

o Prostredky péce o kiizi - toto odvétvi kosmetického primyslu je nejvetsi ka-
tegorii na trhu s kosmetikou. Patii zde predevsim:
- hydrata¢ni ptipravky;

- ptipravky na opalovani;
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- antiperspiranty a deodoranty [8].

o Prostiedky péce o vlasy — vlasova kosmetika zalozena na mikroemulznim
slozeni ptinasi dobrou stabilitu. Po uschnuti jsou vlasy elastické, drzi sviij
tvar a objem. Pfipravky pro upravu a posilovani vlasi mohou byt pouzity
v n¢kolika formach — lotion, péna, sprej, gel nebo krém. Do této skupiny Ize
zaradit [8]:

- vlasové kondicionéry a pecujici ptipravky;
- Sampony;

- ptipravky pro upravu vlasu;

- vlasové odbarvovace a barvy;

- prostiedky urcené k depilaci;

- prostiedky pro holeni [8].

o Vin¢ a parfémy — pouzivani parfémt a parfémovanych produktti vzrostlo
predevsim V poslednich nékolika desetiletich. V historickém méfitku byly
tyto prostiedky pouzivany spiSe pro specialni pfilezitosti. Zhruba od roku

1970 se parfémy staly souéasti kazdodenniho Zivota [8].

Mikroemulze v potravindch — jsou ptipravovany, mimo jiné, jako funkéni podoby
lipidt. Uréité formy mikroemulzi zaroven vznikaji ve stfevech pii procesu traveni
lipidd. Nejvétsi rozdil mezi mikroemulzemi v potravinach a ostatnimi mikroemul-
zemi je ve slozeni olejové faze a typech pouzitych surfaktantl. V potravinach tvori
olejovou fazi lipofilni latky, které jsou bezpecné a potravinarsky vhodné, napiiklad
triacylglyceroly, zatimco v ostatnich odvétvich mutize byt olejova faze tvofena uh-
lovodiky nebo mineralnimi oleji. Dilezitou vlastnosti mikroemulzi pouzitych
V potravinach je jejich antioxidacni stabilita vzhledem k moznosti synergického
efektu mezi hydrofilnimi a lipofilnimi antioxidanty [13].

Mikroemulze ve farmacii — ve farmaceutickych ptipravcich jsou tekuté krystalicke,
miceldrni nebo emulzni formy systému Siroce vyuzivany. Dispergovand faze miize
pusobit jako zasobarna hydrofilnich nebo lipofilnich 1é¢iv, které mohou byt rozdé-
leny mezi dispergovanou a kontinualni fazi. Léciva, ktera pfichazeji do styku
S polopropustnou membranou (napf. s kiizi nebo sliznici), mohou byt ptes tyto bari-
éry transportovana. Lipofilni i hydrofilni 1é€iva mohou byt tedy diky mikroemulz-

nim systémim podavana soucasné v jedné 1€kové forme. Diky nizké viskozité mo-
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hou byt mikroemulze pouzity i pro injekéni roztoky, které se misi s krvi
Vv jakémkoliv poméru. V porovnani s makroemulzemi zptisobuji mikroemulze pou-
ze minimalni imunitni reakce nebo tukové embolie. Bilkoviny navazané na mikro-
emulzni systémy nepodléhaji denaturaci, i kdyz mohou byt vlivem vysSich teplot
rozkladany [13].
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2 ESENCIALNI OLEJE

Esencidlni oleje, nazyvané také jako esence, tékavé oleje, etherické oleje nebo etherolea,
jsou slozité smési t€kavych slozek a jsou syntetizovany zivymi organismy. Esencialni oleje
jsou nejcastéji rostlinného pivodu a mohou byt ziskdvany riznymi zpusoby, napiiklad
vodni, parni nebo suchou destilaci nebo v piipadé citrusovych plodu lisovanim. Jejich vy-
skyt a funkce v piirod¢ je stale otazkou a piedmétem vyzkumu. Existuji diikazy, Ze nékteré
organismy produkuji esencidlni oleje pro svoji obranu nebo jako c¢ast jejich produktt
sekundarniho metabolismu. Piikladem rostlinnych Eeledi, které produkuji esenciélni oleje,
jsou Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Hypericaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrta-

ceae nebo Pinaceae [14].

Esencialni oleje, jejich frakce a izolaty jsou vyuzivany jako chutové a vonné latky, latky
pridavané do potravin, kosmetiky a toaletnich potieb nebo jako latky pro farmaceuticky

pramysl. Pro v§echny tyto tcely jsou vyuzivany jak v ¢isté tak ve ziedéné formé [14].

Ne vSechny esenciélni oleje pochazi z aromatickych rostlin. Nékolik mélo z nich mé také
zivoci$ny puvod, napt. pizmo z kabara pizmového nebo spermacet vorvaiiti. Mohou byt

produkovany i mikroorganismy [14].

2.1 SlozZeni esenciialnich oleju

Hlavni slozky esencialnich oleji jsou nejcastéji déleny na terpenoidni a neterpenoidni uh-
lovodiky. Obé¢ tyto skupiny jsou slozeny z uhlovodikovych fetézct a jejich kyslikatych
derivatl. Esencidlni oleje obsahuji 1 jiné nez kyslikaté derivaty, napf. sirné nebo dusikaté,

avsak tyto derivaty jsou Spise minoritni [14].

2.1.1 Neterpenoidni uhlovodiky

Neterpenoidni uhlovodiky esencialnich oleji, napt. alkoholy s kratkym fetézcem nebo al-
dehydy, jsou tvofeny metabolickou pfeménou nebo degradaci fosfolipidi a mastnych kyse-

lin. Tyto uhlovodiky mohou obsahovat zaroven kyslik, dusik nebo siru [14].

2.1.2 Terpenoidni uhlovodiky

Terpeny neboli izoprenoidy jsou nejvétsi skupinou chemickych latek vyskytujicich
se v ptirodé ve vonnych latkach. Vznikaji pfesmykem hlava-pata jedné nebo vice izopre-
novych jednotek. Do dnes$ni doby bylo izolovano z rostlin, mikroorganismii nebo zvitat

vice nez 30 000 terpeniodu [14].
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Molekuly, které jsou tvofeny dvéma izoprenovymi jednotkami, jsou nazyvany monoterpe-
ny (CioHis). Seskviterpeny (CisHgz4) obsahuji tii izoprenové jednotky. Molekuly CaoHaso
slozené ze Ctyf izoprenovych jednotek jsou diterpeny. Piiklady izoprenovych jednotek

a seskviterpenti jsou uvedeny na obr. 7 a 8 [14].

S
\'\)L nebo nebo W

Obr. 6. Izoprenové jednotky [14].
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Obr. 7. Priklady seskviterpenii [14].

2.1.2.1 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy jsou slouceniny, které obsahuji na aromatickém jadfe navazany fetézec

se tfemi atomy uhliku. Zakladni molekulou této skupiny je tedy fenylpropan. Tyto latky
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nich oleji byvaji vétsSinou jednoduché fenylpropanoidy. Mezi nejdulezitéjsi latky této sku-
piny lze zatadit napf. derivaty kyseliny skoficové, kumariny, fenylkarboxylové kyseliny,

lignany a ligniny eugenol nebo vanilin [14]. Ptiklady téchto latek jsou uvedeny na obr. 9.
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Obr. 8. Eugenol, skoricovy aldehyd,
vanilin [14].
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2.1.2.2 Laktony

Laktony jsou cyklické estery kyseliny mlééné (C3HgO3). Jsou to slozky nékolika esencial-
nich olejl a pfirodnich tékavych latek. Obsahuji heterocyklicky navazany kyslik vedle kar-
bonylové funk¢ni skupiny v péti nebo Sesticetnych nasycenych nebo nenasycenych kru-
zich. Laktony obsahujici ve své molekule péticetny kruh se nazyvaji y-laktony, laktony
obsahujici Sesti¢etny kruh se nazyvaji J-laktony [14].

DAD'& 1::F-”’/’E“4::rj

Obr. 9. y-lakton, J-lakton
[16].

2.2 Popis esencialnich oleji

Jak jiz bylo vySe zminéno, jednotlivé druhy esencidlnich olejl se od sebe lisi jak senzoric-
kou aktivitou, tak chemickym sloZenim a jinymi vlastnostmi. Nésledujici ¢ast prace obsa-
huje vycet zékladnich charakteristik né€kolika vybranych esencidlnich oleji, které jsou po-

uzity v této bakalatské praci, jejich souhrnné sloZeni a zdroje (tab. 5).

2.2.1 Citronovy olej

— Puvod: Citrus limonum z ¢eledi Rutaceae, stale zeleny strom pochazejici z Dalného
vychodu. Kvete bile od tnora do fijna. Plody jsou Zluté, ovalné.

— Vyroba: lisovanim slupek ploda (klry) za studena, poptipadé jejich destilaci vodni
parou. Ziskava se jako vedlejsi produkt pii vyrobé citronové stavy.

— Vlastnosti: vétSinou svétle Zluta, az nazelenala kapalina (destilovany silikonova ole;j
je bezbarvy), typicky svézi citronové ving.

— Slozeni: citral, D-limonen, a-pinen, myrcen, y-terpinen, a-terpineol, linalool, gera-
niol, linalylacetat, geranylacetat, 6-methyl-5-hepten-2-on, nonanal, dekanal, citro-
nellol, citropten. V americkych esencialnich olejich se vyskytuji jesté dalsi substi-

tuované kumariny [15].
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2.2.2

2.2.3

2.2.4

Hiebickovy olej

Puvod: Eugenia caryophyllata z ¢eledi Myrtaceae, stale zeleny asi 20 m vysoky
strom, pochazejici z tropické Asie. Péstuje se hlavné na Moluckych ostrovech,
na Zanzibaru a Madagaskaru.

Vyroba: destilace listd nebo suchych poupat vodni parou.

Vlastnosti: zlutd az nahnédla kapalina, s ¢asem hnédnouci, vyznacujici se typickou
eugenolovou vini.

Slozeni: eugenol, eugenylacetat, amylmethylketon, S-karyofylen. V piipadé oleje
Z pupent obsahuje olej navic jesté a-pinen, methylbenzoat, heptanol, nonanol, ben-

zylalkohol, 2-furfurylalkohol a methylsalicylat [15].

Skoricovy olej

Pavod: Cinnammomum zeylanicum z ¢eledi Lauraceae, stale zeleny strom, vysoky
az deset metrd, S kopinatymi listy a drobnymi kvéty seskupenymi v hroznech.
Vyroba: destilace kiiry nebo listt vodni parou.

Vlastnosti: olej z kliry je ¢ervenohnéda kapalina, charakteristické kofenéné viné,

pfipominajici cinnamaldehyd, sladka, stabilni, olej z listdi je svétle zluta kapalina,

spiSe hiebickové viing, olej z listt je odlisny od oleje z kiry.

SloZeni:

o olej zkiry: cinnamaldehyd, eugenol, fellandren, o-pinen, p-karyofylen, p-
cymen, linalool, 3-fenylpropanal, benzaldehyd, kuminaldehyd, furfural, nona-
nal, amylmethylketon.

o olej zlista: a-pinen, fellandreen, dipenten, linalool, geraniol, borneol, o-
terpineol a jeho estery, cinnamaldehyd, benzylbenzoat, benzylaldehyd, cinna-

mylalkohol, menthenon, safrol, eugenol [15].

Tymianovy olej

Puvod: Thymus vulgaris (tymianovy olej ¢erveny), Thymus zygis var. gracilis (ty-
mianovy olej bily), Thymus capitatus (Spanélsky oreganovy olej), vSechny tyto
druhy jsou z celedi Labiatae, vytrvaly poloket, ptivodem ze Stfedozemi. Dortsta
vySky asi padesat centimetri. Ma ovalné nebo ¢arkovité listky, Sed¢ plstnaté a mod-

rofialové drobné kvitky.
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- Vyroba: destilaci drogy vodni parou.

- Vlastnosti: olej je rizova az ¢ervenohnéda kapalina, intenzivni, bylinné, pronikavé

vung s fenolickym nadechem.

- SloZeni: cymen, limonen, a-pinen, kamfen, terpinen, tricyklen, karyofylen, gerani-

ol, thymol, karvakrol, linalool, borneol, terpineol, fenchylalkohol. Silic Thymus zy-

gis se z se vyznacuje niz§im obsahem tymolu nez silice z ostatnich druhii rodu

Thymus [15].

Tab. 5. Zdroje a slozeni vybranych esencidalnich olejii [14].

Esencialni olej

Zdroj

Citronovy olej

Citrus lemon (L.)

Geranial (0,5-2), neral (0,2-
1,2), limonen (60-80)

Hiebickovy olej

Syzygium aromaticum (L.)

Eugenol (75-88)

Skofticovy olej

Cinnamomum zeyla-
nicum (L.)

Cinnamaldehyd (55-75)

Tymianovy olej

Thymus vulgaris (L.)

Thymol (36-55)

2.3 Bioaktivita esencidlnich oleji a jejich slozek

2.3.1 Antimikrobni aktivita

Mechanizmus téinku pfirodnich latek na mikroorganizmy je slozity proces, ktery nebyl

dosud zcela objasnén. Proto bylo v n€kolika minulych letech cilem mnoha praci zkoumat

biologicky aktivni slozky esencialnich oleji izolovanych z rostlin pravé s touto inhibi¢ni

schopnosti. Mimo jiné diky skutecnosti, Ze mikroorganizmy se staly rezistentni k mnohym

antibiotikiim. Antimikrobni aktivita je zndma u celé fady esencidlnich oleji a to hlavné

diky jejich aktivnim slozkam. Mezi tyto aktivni slozky lze fadit izopreny (monoterpeny,
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vitu jsou lipofilni charakter uhlovodikovych zbytkli a hydrofilni charakter funkcnich sku-

pin. Antimikrobni aktivita jednotlivych slozek esencialnich oleji mtze byt klasifikovana

v souladu s nasledujicim schématem [16], [17]:

fenoly > aldehydy > ketony > alkoholy > estery > uhlovodiky [17].
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Z vyse uvedeného schématu lIze fici, ze esencialni oleje obsahujici fenolické latky jsou
nejucinnéjsi a bylo prokédzano, ze jsou aktivni proti Sirokému spektru mikroorganizmd.

Mezi takové latky patii karvakrol nebo thymol [17].

Zvyseni antibakterialni aktivity lze rovnéz podpofit pfitomnosti aldehydické skupiny
s konjugovanymi dvojnymi vazbami a dlouhymi uhlovodikovymi fetézci navazanymi

na aromatickém kruhu [17].

Nékteré esencialni oleje maji pouze jeden mechanizmus ucinku, jiné mohou ucinky jed-

notlivych slozek kombinovat, ¢imz zvySuji svoji efektivitu [16].

2.3.2 Antivirova aktivita

Vyvoj rezistence virt smérem K antivirotikiim zvySuje potiebu nalézt nové latky proti vi-
rovym infekcim. Ptirodni zdroje, véetné esencialnich oleji, mohou byt i v tomto piipadé

vhodnou volbou [17].

2.3.3 Antioxida¢ni aktivita

Mezi $kodlivé Gc¢inky kysliku na zivé organizmy lze zaradit taky dezintegraci bunééné
membrany na jednotlivé fragmenty, naruSeni enzymatické aktivity membrany nebo poru-
Seni mitochondrii a lyzozomalni lyzi. Reaktivni formy kysliku mohou byt spoustécim fak-
torem mnoha lidskych degenerativnich onemocnéni a pravé antioxidanty mohou do urcité
miry tento rozvoj onemocnéni ovlivnit. Nejb€znéjsi reaktivni formou kysliku je peroxid
vodiku, ktery zptisobuje peroxidaci lipida a oxidativni zmény DNA v bunkach. Mezi nej-
znaméjsi v prirodé se vyskytujici antioxidanty patii hlavné€ vitaminy, fenolické slouceniny
a praveé esencidlni oleje. Diky tomu se v poslednich letech zacala véda vice zajimat o pii-

rodni zdroje ze skupiny antioxidantt [17].

V mnoha piipadech nemuze byt antioxidacni aktivita pfi¢itana pouze majoritnim slouceni-
nam, napf. fenolickym latkdm, protoZe vedle nich maji latky minoritni neméné vyznamnou

roli. A to predevsim diky jejich synergickému tGcéinku [17].

2.3.4 Analgeticka aktivita

Menthol je pfirozené se vyskytujici slouc¢enina rostlinného pivodu, ktera ma typickou ma-
tovou chut’ i vini. Je obsazen v esencialnich olejich nékterych druh maty, napt. v oleji
maty peprné, a podle US Food and Drug Administration je klasifikovan jako lokalni anal-

getikum. Menthol je cyklicky terpenoidni alkohol, ktery ve své molekule obsahuje tii asy-
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metrické uhliky, proto se vyskytuje ve form¢ Ctyf parG opticky aktivnich izomert.
V piirodé se ze vSech opticky aktivnich izomerd mentolu vyskytuje nejvice (-)-menthol.
Tento izomer ma taky nejvyssi analgeticky ucinek, zatimco izomer (+)-menthol ma analge-
ticky ucinek prakticky nulovy. Menthol podany zevné zptisobuje brnéni, prokrveni a chla-

divy pocit [17].

Vedle mentolu vykazuji analgetické G¢inky i esencialni oleje z Salvia afcirana—lutea ne-

bo Dodonaea angustifolia [17].

2.4 Metody hodnoceni a zkoumani esencialnich oleji

K posouzeni esencialnich olejii je vyuzivano fady metod, jejichZz pouziti zavisi na tom,

jakou informaci je tfeba o daném esencialnim oleji ziskat. Jsou to pfedevsim:

e senzorické hodnoceni;
o fyzikalni metody;
e chemické metody;

e instrumentalni metody [14].

Senzorické hodnoceni je provadéno vyuzitim senzoricky aktivnich orgdni, predevsim no-
su. To je povazovano za zasadni pii vyuziti esencidlnich oleju napf. v parfumerii.
Je to jednoduchy, rychly a u¢inny zpusob identifikace falSovani oleju, ale zGstava jen jed-

nim z dalSich postupti pro ovéfeni Cistoty oleje [14].

Oleje jsou dale hodnoceny pomoci béznych fyzikalnich charakteristik, jako jsou hustota,
opticka otacivost nebo index lomu. Tyto analyzy se provadéji pro potvrzeni pravosti oleje

z vyhlaSenych botanickych druhli a zemé ptvodu.

Mezi moderni metody charakterizace esencialnich oleji patii chromatografické a spektral-
ni techniky, které posuzuji kvalitu esencidlnich oleji ve smyslu jejich Cistoty a slozeni.
Pro kvantitativni analyzu slozek esencialnich olejii je mozné vyuZit celé fady detektort,
napf. plamenové-ioniza¢ni nebo hmotnostni spektrometrie (MS). Timto zpisobem mohou
byt odhaleny pfimési a necistoty v olejich, 1 kdyz interpretace vysledkli vyzaduje odborné
znalosti organické chemie, protoze vysledky mohou byt ovlivnény klimatickymi zménami

¢i typem pudy, ve které byla rostlina péstovana [14].
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2.5 Metody antimikrobniho zkoumani esencialnich oleju

Pro zkousky antimikrobni ucinnosti esencidlnich olejli jsou pouzivany bézné metody
zkoumani antimikrobnich schopnosti latek. Patii sem dvé zakladni techniky, které se zaby-
vaji jak antibakterialni, tak i antifungalni aktivitou — dilu¢ni metody nebo difuzni metody

[18].

Testovani a hodnoceni antimikrobni aktivity esencialnich olejii neni vzdy zcela jednoduché
vzhledem Kk jejich tékavosti, nemisitelnosti s vodu a komplexnimu chemickému sloZeni.
Specifické vlastnosti esencialnich oleji vyzaduji nékteré modifikace vySe zminénych me-
tod [18].

Testovani rastu mikrobnich kultur je provadéno Vv bujonu, za optimalnich podminek
s ohledem na jednotlivé kmeny. Mikroorganizmy pouzité k testovani jsou obvykle ziska-
vany z mezinarodné uznavanych sbirek ¢istych kultur, ale mohou byt také izolovany odbé-

rem z riznych prostfedi, napt. z mléka, syrt, rostlin, chleba nebo od lidi i zvifat [18].

Pro dilu¢ni i difizni metody je spoleénym znakem, Ze to jsou metody vhodné ke kvantita-
tivnimu stanoveni stupné citlivosti (rezistence) a stanoveni hladiny MIC (minimalni inhi-
bi¢ni koncentrace) sledovanych kultur. Jsou vhodné i pro pomalu rostouci bakterie a bakte-
rie se specialnimi naroky. Pro tyto druhy bakterii jsou vyvinuty modifikace metod, pud i

kultiva¢nich podminek [19].

2.5.1 Dilu¢ni metody

Cilem dilu¢nich metod je prokazat stupen rezistence testovanych bakteridlnich kment
k antibakterialnim latkam [19].

2.5.1.1 Agarova dilu¢ni metoda

Principem této metody je hodnoceni MIC na agarovych pudach, které¢ obsahuji zvolené

koncentrace antimikrobnich latek. Obvykle se pfipravuje 12-15 koncentraci jedné latky,
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dardni inokulum vySetfovanych bakterii. Na jednu plotnu obsahujici jednu koncentraci
antimikrobni latky se naockuje cca dvacet kment a inokulatorem tficet dva az Ctyficet

pét kment [19].
Metoda

e je vysoce standardizovana, referen¢ni;



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

e lze ji vySetfit velké mnozstvi kment za stejnych podminek;
e je spolehliva pii hodnoceni novych antimikrobnich latek;

e lze ji odhalit kontaminace kmene i heterorezistentni populaci [19].

2.5.1.2 Mikrodiluéni metoda testovani MIC

Mikrodilu¢ni metoda je pouzivana ke kvantitativnimu stanoveni aktivity antimikrobnich
latek vuci bakteridlnim izolatim. Stanovuje se MIC, tj. nejnizsi koncentrace, ktera viditel-

n¢ inhibuje rust testovaného mikroorganizmu [19].

Sterilni plastovd mikrodiluéni desticka obsahujici v jednotlivych mikrojamkach v bujonu
rozplnéné riizné koncentrace antimikrobnich latek je inokulovana standardizovanymi sus-

penzemi testovanych bakterii. Inkubuje se osmnact az dvacet ¢tyii hodin pii 35 °C [19].
2.5.2 Difazni metody

2.5.2.1 Kvalitativni — diskova difiizni metoda

Cilem diskové diftzni metody je prokdzat rezistenci testovanych bakteridlnich kment

k antimikrobnim latkam [19].

Metoda je zaloZena na inokulaci mikroorganizmut standardizovanym inokulem na povrch
média, nejcastéji Mueller — Hinton agaru rozplnéného na Petriho miskach. Po inokulaci
a odsati prebyte¢ného mnozstvi inokula jsou na povrch média umistény standardni papiro-
vé disky s antimikrobni latkou. Po pfedepsané inkubaci (osmnact az dvacet Ctyfi hodin
dle druhu mikroorganizmi) je méfen primér zon inhibice okolo kazdého disku. Velikost
vzniklych inhibi¢nich zon je dileZita napf. pro terapeuticky dosazitelné hladiny léciv

Vv krvi pfi systémovych onemocnénich [19].

Metoda je standardni a spolehliva za pfedpokladu pfisného dodrZeni pracovniho postupu,
presného méfeni inhibi¢nich zon, ptesného systému kontrol a spravné interpretace [19].
2.5.2.2 Epsilon test citlivosti k antimikrobnim ldtkam (E-test)

E-test je relativné nova metoda, kterd se velmi podoba agarové difuzni metod¢, ale kombi-
nuje principy difuzni a dilu¢ni metody pro in vitro stanoveni citlivosti k antimikrobnim

latkam pro Siroké spektrum mikroorganizmu [19].

E-test je jednoduSe proveditelny a na rozdil od diskové diftizni metody ukazuje 1 MIC.

Stejné jako u difuzni diskové metody i tuto Ize snadno modifikovat pro rizné druhy mik-
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roorganizmu. E-test je vSak prakticky pouze tehdy, je-li nutno otestovat jen malé mnozstvi
riznych antimikrobnich substanci, a to z divodu pracnosti a nakladnosti. Velkou vyhodou
tohoto testu je, Zze antimikrobni latka testovana rutinné na MIC panelu muze byt testovana

individualné [19].

Princip metody je obdobny jako u diftzni diskové metody a vyzaduje standardni inokulum
mikroorganizmi nanesené na povrch agarové plotny. Na plotnu jsou aplikovany E-testové
prouzky obsahujici na svych okrajich gradient antimikrobni latky, kterd pronikda do média a
ovlivituje nartst bakterii. Antimikrobni latka difunduje do agaru a vytvaii kontinualni kon-
centra¢ni gradient antimikrobni latky, ktery je vytvoren podél stran E-prouzku. Po inkubaci
se vytvofti elipsoidni inhibi¢ni zéna. MIC je odectena v misté, kde se hranice rustu bakterii
protina s okrajem prouzku. Touto metodou muze byt vy¢isleno Siroké spektrum koncentra-

ce antimikrobni latky, protoze umoziuje kontinualni fedéni [19].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A PRISTOJE

3.1 Pouzité materialy a chemikalie
Esencialni oleje
Pro ptipravu mikroemulzi s obsahem esencialnich oleji byly vybrany nasledujici oleje:

e citronovy olej (Biomedica, Praha);
e skoficovy olej (Biomedica, Praha);
e hiebi¢kovy olej (Slow-Natur, Bratislava);

e tymianovy olej (Biomedica, Praha).
Ko-surfaktant

e etanol absolutni (Penta, Chrudim)
Surfaktant

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

Solubilizator

o propylenglykol (Penta, Chrudim)
Masopeptonovy bujon (MPB)

¢ NaCl (HiMedia)

e BE — beef extract (HiMedia)
e Pepton (Lach-Ner)

3.2 Pouzité mikroorganizmy

Pro zhodnoceni antimikrobni aktivity pfipravenych mikroemulzi s obsahem esencidlnich
olejti byly pouzity nasledujici bakterie, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmi

(CCM):

e Micrococcus luteus CCM 732;

e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955;

e Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953;
e Escherichia coli CCM 3954,
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e Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062.

Vsechny pouzivané bakterialni kmeny byly uchovavany na masopeptonovém agaru (MPA)

na Petriho miskach pfi teploté 4 + 2 °C.

3.3 Pouzité pristroje, zarizeni a pomiicky

e Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko.

e Fotoaparat Sony, Japonsko.

e Vortex, (Heidolph REAX top), Némecko.

e Biohazard box EUROFLOW (Clean air), Holandsko.

e Zetasizer nano SZ (Malvern Instruments, Ltd.), Velka Britanie.

e Microplate reader Benchmark (Bio-Rad), Velka Britanie.

e Autoklav Varioklav H+P, Némecko.

e Biologicky termostat BT 120, Ceska republika.

e Automatické mikropipety Biohit a Nichipet ex.

e Mikrostiikacka Hamillton 1ml.

e Laboratorni sklo (kadinky, pipety, byrety, zkumavky).

e Laboratorni plasty (Spi¢ky pro automatické mikropipety, mikrotitracni desticky,
ockovaci klicky, zkumavky, stfikacky).

o Stiikackové filtry o velikosti port 0.22 pm, Millipore -Velka Britanie.

e Ostatni béZné laboratorni pomicky a vybaveni.

3.4 Dekontaminace pouZitého materialu

Veskery material (laboratorni sklo, kultivaéni média, mikrotitracni desticky, plastové zku-
mavky), ktery byl v experimentu pouzit, byl dekontaminovan bud’ v autokladvu pii 132 °C

po dobu 20 min nebo UV zafenim.
3.5 Metodika

3.5.1 Priprava mikroemulzi

Pro bakalatrskou praci byly pfipraveny mikroemulze obsahujici vybrané druhy esencialnich

oleju a etanol plnici funkci ko-surfaktantu. Jako surfaktant byl pouzit neionicky Tween 60
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(HLB 14.9), ktery je diky své hodnoté HLB schopen vytvofit emulze typu o/v. Pro zjisténi
vyskytu jednofazovych oblasti, které oznacuji pfitomnost mikroemulzi, byly nejprve se-
strojeny fazové diagramy tfislozkového systému voda — olej - surfaktant. Vodnou fazi tvo-
fila smés vody a propylenglykolu v poméru 1:1 nebo samotna voda. Olejovou fazi tvoril
ptislusny esencialni olej s etanolem v poméru 1:1. Z této olejové faze a surfaktantu Tween
60 bylo pfipraveno 17 smési, ve kterych pomér surfaktantu a olejové faze byl vzdy 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 pfipravu smési jsou uvedeny v tab. 6. Kazda z pfipravenych
smési byla promichana na tfepacce, aby vznikl homogenni roztok. K tomuto roztoku byla
nejprve pomoci mikrostiikacky a poté pomoci byrety postupné pridavana vodna faze
do doby, kdy se objevil prvni zékal. Po kazdém piidavku vodné faze byla smés vzdy
po n¢kolik sekund homogenizovana pomoci tfepacky Vortex. V prvni sérii experimentl
vodnou fazi tvorila smés vody a propylenglykolu v poméru 1:1, v sérii druhé to byla pouze
voda. Vsechny pfidavky vodné faze byly provadény pii laboratorni teploté. Po dosazeni

zakalu bylo mnozstvi pfidané vody zjisténo vazenim.

Pro studium antimikrobnich vlastnosti esencialnich oleji byly zvoleny mikroemulze

se slozeni, které zajist'ovalo jejich stabilitu a které je uvedeno v tab. 7.
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Tab. 6. Teoreticka mnozstvi slozek pouzitych pro pripravu mikroemulzi.

Vzorek Tweer11) :(I)Enslee;ciélni Tween 60 SZ?IH Ectlgrlmrtl)ll

olej/Etanol L] [q]
1 1:9 0.1 0.9
2 1.5:8.5 0.15 0.85
3 2:8 0.2 0.8
4 2.5:7.5 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 4.5:5.5 0.45 0.55
9 95 0.5 0.5
10 5.5:14.5 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 7.5:2.5 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

Tab. 7. Nomindlni sloZeni stabilnich mikroemulzi s obsahem esencidlnich olejii.

NavazZované hmotnosti [g]

Smés olej/etanol 1:1

Tween 60

Voda

0.2

0.8

3.5.2 Grafické znazornéni soustav o trech slozkach

SloZeni soustav o tfech slozkach byva znazornovano v tzv. trojahelnikovych diagramech,

které vyuzivaji toho, Ze dva ze tii koncentracnich udaji (molérni nebo hmotnostni procen-
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ta) jsou nezavisle proménné a mohou byt vynaseny na dvé osy, které sviraji thel 90° ne-

bo 60° [20].

Na strany trojuhelniku jsou vynaSena mnozstvi slozek v procentech (hmotnostnich zlom-
cich) tak, Ze jejich hodnoty vzristaji smérem k vrcholim. Tyto vrcholy pfedstavuji Cisté
slozky. Strany trojuhelniku znazoriuji slozeni bindrnich soustav. Body uvniti trojuhelniku

udavaji slozeni tfislozkové soustavy [20].

Ptipravené¢ mikroemulze byly tvofeny kapalnymi fazemi o tfech omezen¢ misitelnych
slozkach 1) esencialni olej v etanolu, 2) Tween 60 a 3) voda (voda s propylenglykolem).
Ze ziskanych udaji byly sestrojeny fazové diagramy, které jsou rozdéleny binodalni kiiv-
kou na dv¢ oblasti — homogenni, jednofazovou, ve které byla pfitomna zadana mikroemul-
ze typu o/v, a heterogenni, vizualné zakalenou, ktera predstavovala béznou emulzi, piipad-

né jiné typy emulzi uvedené v teoretické ¢asti prace.

Féazové diagramy byly sestrojeny S vyuzitim pocitacového programu OriginPro8.

3.5.2.1 Vypocet sloieni mikroemulzi/emulzi pro sestrojeni fazovych diagrami

Slozeni mikroemulzi/emulzi pro sestrojeni fazovych diagrami bylo vypocitano podle vzta-

hai (1) - (4):

= ma 1)
A Z my + mpg + me

= s (2)
B Z my + mpg + me

= e 3
€T Y my 4+ mg +mg
WA+WB+WC=1 (4)

Kde:

Wa, Wg, W¢ jsou hmotnostni zlomky jednotlivych slozek mikroemulze
ma — hmotnost esencialniho oleje s etanolem [g]

mg — hmotnost Tweenu 60 [g]

mc — hmotnost vody (vody s propylengylkolem) [g]
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3.5.3 Charakterizace mikroemulzi

Pripravené mikroemulze byly hodnoceny vizualnim pozorovanim, dale byla stanovena

velikost jejich ¢astic pomoci fotonové korelaéni spektrospokopie na pristroji Zeta Nano

SZ.

3.5.3.1 Meéreni velikosti Castic na piistroji Zeta Nano SZ

Meéfieni velikosti ¢astic bylo provedeno pomoci dynamického rozptylu svétla, nékdy ozna-
¢ovaného také jako fotonova korela¢ni spektroskopie. Tato metoda vyuziva fluktuace in-
tenzity rozptylené¢ho svétla, které v disperznich systémech zpusobuji ¢astice. Tyto fluktua-
ce jsou zpusobeny Brownovym pohybem, ktery udrzuje ¢astice diky elastickym naraztim
okolnich molekul kapaliny v neustalém pohybu a jsou zavislé na velikosti ¢astic. Okamzi-
tou hodnotu fluktuace intenzity v ¢ase popisuje pro velmi malé hodnoty ¢ast autokolera¢ni
funkce g(t), ktera je definovana pomoci tzv. relaxaéniho ¢asu uvadéjiciho dobu potiebnou
k navratu fluktuace dané castice k primérné hodnoté intenzity rozptyleného svétla.
Pro malé castice je charakteristické, Ze se pohybuji rychleji a jejich fluktuace zanika rych-
leji. U velkych castic je tomu naopak. Hodnotu relaxaéniho Casu lze pak vztdhnout
k difiznimu koeficientu D rozptylujicich ¢astic [21].

Za predpokladu, ze méfené Castice maji kulovity tvar a vzajemné spolu neinteraguji, 1ze
jejich velikost stanovit za vyuziti vztahu mezi rychlosti difuze a velikosti ¢astic, tzv. Sto-

kes-Einsteinovou rovnici (5) [21]:

D(x) = 3k7§77;c ®)
Kde:
D.... difazni koeficient
Kg ...... Boltzmannova konstanta
T... absolutni teplota
/- dynamicka viskozita kapaliny
) T pramér castice

Pro méfeni velikosti ¢astic byl pfipraven vzorek pipetovanim 1 ml pfipravené, nefedéné
mikroemulze do plastové kyvety. Pro zajisténi konstantni teploty vzorku byla kyveta uza-

viena vickem a ekvilibrovana pfimo v pfistroji po dobu 5 min na pozadovanou teplotu.
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Meéfieni bylo provadéno pfi teploté 25 °C a byly pouzity nésledujici vstupni udaje potiebné
pro vypocet velikosti ¢astic: viskozita disperzniho média 0.887 cP (voda), 6.368 cP (voda
s propylenglykolem), index lomu disperzniho média 1.33 a index lomu dispergovaného

podilu 1.44. Veskeré vyhodnoceni méteni bylo provadéno piistrojem Zeta Nano ZS.
3.5.4 Mikrobiologické vlastnosti mikroemulzi esencialnich oleji

3.5.4.1 SloZeni a piiprava mikroemulzi pro testovani antimikrobnich vlastnosti

Pro testovani antimikrobnich vlastnosti pfipravenych mikroemulzi bylo zvoleno sloZeni,
které zajistovalo jejich stabilitu (tab. 7.). Mikroemulze byly ptipraveny vySe popsanym
zpusobem, tzn. Ze kK navazenému mnozstvi smési piislusného esencialniho oleje a etanolu
(1:1) bylo piidano odpovidajici mnozstvi surfaktantu. Takto vznikly roztok byl homogeni-
zovan na tiepacéce. Na zavér bylo pfidano jiz znamé mnozstvi demineralizované vody. Toto
znamé mnozstvi vody bylo zjisténo ze sestrojenych fazovych diagrami. Pro testovani an-
timikrobnich vlastnosti byly pfipravené mikroemulze prefiltrovany ptes sttikackovy steril-
ni filtr s velikosti pord 0.22 pum pro eliminaci mozné mikrobni kontaminace vzniklé béhem
jejich ptipravy. Mikroemulze pro vlastni mikrobiologické zkouseni byly fedény masopep-
tonovym bujonem; koncentrace esencialnich oleji byly ve vSech mikroemulzich stejné a

jsou uvedeny v tab. 8.

Tab. 8. Koncentrace esencidlniho oleje v mikroemulzich pro testovani antimikrobni ui¢innos-

ti.

Koncentrace esencialniho oleje v mikroemulzi [pug/ml]

| fedéni | 2.fedéni | 3.fedéni | 4.fedeni | 5.fedeni | KOnCentrovana
mikroemulze
220 150 110 90 44 9500

3.5.,5 Kultiva¢ni médium — masopeptonovy bujén (MPB)

Pro pfipravu inokula bun¢k pro vlastni experiment byl pouzit masopeptonovy bujon

(MPB). Slozeni MPB je uvedeno v tab 9:
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Tab. 9. SloZeni MPB.

Slozka Hmotnost [g]
NaCl 2.0
Beef extrakt (BE) 4.0
Pepton 4.0
Demineralizovana voda 400.0

Takto pfipraveny bujon byl nasledné rozplnén do zkumavek a vysterilizovan v autoklavu

pti 132 °C po dobu 20 min.

3.5.6 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni suspenze byly ptipraveny ockovanim vybranych mikroorganizmt do 5 ml teku-
tého média. Mikroorganismy pochézely ze zasobnich bakteridlnich kultur uchovavanych

na Petriho miskach. Nasledna kultivace probihala pti 30 °C po dobu 24 hodin.

3.6 Sledovani ucinku esencialnich oleji v mikroemulzich na vybrané

bakterie

Mikroemulze byly davkovany do sterilnich zkumavek a doplnény sterilnim MPB do cel-
kového objemu 3 ml. Pét pfipravenych nafedénych mikroemulzi, koncentrovana mikro-
emulze a ¢isty MPB byly postupné pipetovany do jednotlivych jamek mikrotitraéni destic-
ky v objemu 200 pl. Jamky byly nasledné zaockovany 5 pl suspenze bakterii. Kazda mik-
rotitra¢ni desticka obsahovala 12 sloupcii a 8 fad. Do fad byla pipetovana kultivacni média.
Prvni fada obsahovala pouze MPB bez obsahu studované mikroemulze. Tato prvni fada
slouzila jako pozitivni kontrola. V druhé fad¢ byla mikroemulze s koncentraci esencidlniho
oleje 220 pg/ml. Od tieti do osmé fady byly nasledné pipetovany dalsi nafedéné mikro-
emulze v sestupném potadi. Do sloupcti byly ockovany bakterie. Prvni dva sloupce nebyly
zaoCkovany. Tyto sloupce slouzily jako negativni kontrola. Bakterie byly ockovany az
od tietiho sloupce. Jedna bakterie byla zaockovana do dvou sloupct pro ziskani spolehli-
véjsich vysledkii. Takto ptfipravené mikrotitracni desticky s jednotlivymi druhy mikro-
emulzi byly kultivovany pii laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Po celou dobu kultivace
byl ve 30 minutovych intervalech spektrofotometricky méten zakal suspenze pii 655 nm

(ODgss). Pied kazdym méfenim byla mikrotitraéni desticka 10 sekund protfepavana.
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Jelikoz vyse uvedenou zkouskou bylo zjisténo, ze ve sledovanych koncentracich nemély
mikroemulze antimikrobni G¢inky, byl proveden test nefedéné mikroemulze s koncentraci
esencialnich oleju ca 50krat vyssi (9500 pg/ml). Cilem testu bylo stanovit, zdali se pfi této
koncentraci antimikrobni ucinek oleju projevi. V dalsi praci se pak pocita s pouzitim rele-

vantnéjsi koncentracni fady.

Mg¢teni zékalu suspenze probihalo na pfistroji Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad)
a piistroj byl fizen programem Microplate Manager (Bio-Rad). Naméfené pramérné hod-
noty byly pouzity k sestrojeni rastovych kiivek. Rust bakterii v ¢ist¢ém MBP byl porovnan
s rastem bakterii v MPB s pfislusnou koncentraci mikroemulze a vyhodnocen jako index
ristu IR. Index rustu byl stanoven po 10 hodinach kultivace. Index riistu byl vypocitan

podle vztahu (6) [12]:

(0Dgss = ODyi) (6)

IR(%) = oD
PK

100

IR ... index rustu

ODgss .... hodnota zékalu suspenze testované kultury v médiu s ptislusnou koncentraci

mikroemulze
ODnk ..... hodnota zakalu negativni kontroly pro pfislusnou koncentraci mikroemulze

ODpk ...... hodnota zakalu pozitivni kontroly
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Fazové diagramy — grafické znazornéni soustav o tiech slozkach

Vznik mikroemulzi sledovanych esencialnich oleji byl studovan a popsan pomoci fazo-
vych diagrama. Mikroemulze byly pfipraveny miSenim tiech omezené misitelnych slozek:
oleje (esencialni olej setanolem 1:1), surfaktantu (Tween 60) a vody nebo vody
s propylenglykolem v poméru 1:1. Jako surfaktant byl pouzit Tween 60, ktery je netoxicky
a je bézn¢ uzivan v potravinarském a kosmetickém pramyslu. Ko-surfaktantem byl abso-
lutni etanol. Nejdiive byly studovany systémy, ve kterych byla vodna ¢ast mikroemulzi
tvofena roztokem vody a propylenglykolu v poméru 1:1. Propylenglykol m¢l v takto pfi-
pravenych systémech zlepsit solubilizaci oleje. V dal$im kroku testovani byla jako vodna
faze pouzita pouze demineralizovana voda. Podobn¢ byl testovan vliv snizeni obsahu eta-
nolu v olejové fazi z pivodniho poméru esencialni olej:etanol 1:1 na esencialni olej:etanol
4:1. Toto snizeni se ale ukazalo jako nevhodné, protoze zmenSovalo jednofdzovou oblast
vyskytu mikroemulzi (vysledky nejsou prezentovany). Z esencidlnich oleji byly vybrany
nasledujici oleje: citronovy, skoficovy, hiebickovy a tymianovy. Pomoci postupu popsané-
ho v kapitole 3.5.2 této bakalaiské prace byly sestrojeny fazové diagramy, které jsou sou-
hrnné uvedeny na Obr. 10. Jak je patrné, plochy téchto diagramu jsou rozdéleny binodalni
ktivkou na dvé oblasti, a to homogenni (A) a heterogenni (B). Z fazovych diagrami je ho-
mogenni oblast dobie patrna. Heterogenni oblast (B) je charakteristicka omezenou misitel-
nosti jednotlivych slozek a ptitomnosti bézné emulze. Oblast neomezené misitelnosti je
typicka pro homogenni (jednofazovou) oblast (A) a predstavuje mikroemulzni region.
Z obrazkl je ztejmé, Ze pritomnost propylenglykolu plisobi pozitivn€ na rozsifeni jednofa-
zové oblasti. U téméf vSech pouzitych esencidlnich olejii doslo v pfitomnosti propylengly-
kolu ve vodné fazi ke zvétSeni oblasti vyskytu mikroemulzi, respektive ke zmenseni hete-
rogenni oblasti. Pfitomnosti propylenglykolu bylo nejméné ovlivnéno fazové chovani mik-
roemulzi citronového oleje, coz je patrné ze srovnani obr. 10 a) a 10 b), kde je v obou pii-
padech patrny jen maly rozdil mezi velikostmi obou homogennich oblasti. Mikroemulze
ostatnich esencialnich olejii byly ovlivnény pfitomnosti propylenglykolu podstatné vice.
To je mozné dokumentovat na srovnani obrazkt 10 c) a 10 d) pro mikroemulzi skoticové-
ho oleje, ze kterych je zcela ziejma zména velikosti oblasti omezené misitelnosti, zptsobe-
na pfitomnosti propylenglykolu. Pti pouZiti propylenglykolu ve vodné fazi byla nejmensi

heterogenni oblast zaznamenana u mikroemulze se skoficovym olejem a nejvétsi u mikro-
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emulze solejem citronovym a tymianovym. Obdobné chovani bylo mozné pozorovat i
Vv ptipadé, kdy vodnou fazi tvofila pouze demineralizovand voda, v jejiz pfitomnosti byla

heterogenni oblast nejmensi opét u mikroemulze s hiebi¢ckovym olejem.

Voda/Propylenglykol 1:1
0,00

0,75

O‘TSA | | ‘ V( " | v
)\ 00 \ / .\ o0

o/

0,0 , : 09 Tween 60 0 93 98 0% Olej/EtOH 1:1
Tween 60 Qlej/EtOH 1:1
a) citronovy olej/voda b)citronovy olej/voda:propylenglykol 1:1

Voda/Propylenglykol 1:1
0,00

/ 0,0
08 Olej/EtOH 1:1

0,0 0,0 § | 0,9
Tween 60 Tween 60 Olej/EtOH 1:1

C) skoricovy olej/voda d) skoricovy olej/voda:propylenglykol 1:1

Voda Voda/Propylenglykol 1:1

0,00

0.0

0,0 03 06 09 0,0 03 06 09 )
Tween 60 Olej/EtOH 1:1 Tween 60 Olej/EtOH 1:1
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e) hrebickovy olej/voda f) hirebickovy olej/voda:propylenglykol 1:1

Voda/Propylenglykol 1:1
0,00

0,0
. * i 0,0 % A 0,9
Tween 60 Olej/EtOH 1:1 Tween 60 Olej/EtOH 1:1

9) tymianovy olej/voda h) tymidanovy olej/voda:propylenglykol 1:1

Obr. 10. Fazové diagramy tiislozkového systému voda-olej-surfaktant, kde je olejova fize
tvorena uvedenymi esencidlnimi oleji a etanolem v poméru 1:1. Pismenem A je oznacena

oblast vyskytu mikroemulze (jedna fdze), pismenem B oblast heterogenni s vyskytem vice

fazi.
4.2 Charakterizace mikroemulzi

Velikost castic byla stanovena metodou fotonové korelacni spektroskopie. Nameétené vy-
sledky jsou uvedeny v tab. 10 a 11. Typicka distribuce velikosti ¢astic ptipravenych mik-
roemulzi je znazornéna na obr. 11. Z téchto tabulek vyplyva, ze velikost ¢astic pfiprave-
nych mikroemulzi byla homogenni a pohybovala se v rozmezi 9 — 11 nm v piipadé, kdy
disperznim médiem byla smés propylenglykolu s vodou, a 13 — 14 nm v ptipad¢, kdy dis-
perznim médiem byla voda. Pro nefiltrované vzorky byla navic charakteristicka pfitomnost
dalsi populace ¢astic s velikosti cca 300 nm. Mnozstvi téchto ¢astic vSak bylo mal¢ a Cinilo
maximalné 3 % (vztazeno na celkovy objem ¢&astic v mikroemulzich). Vzhledem ke sku-
tecnosti, ze velikost ¢astic byla ve vSech pfipadech mensi nez 15 nm a velikost port pouzi-

tého sterilniho filtru je 220 nm, nepiedpoklada se, ze by filtrace velikost ¢astic ovlivnila.
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Tab. 10. Velikost castic mikroemulzi s vodnou fazi tvorenou smési voda a propylenglykol

V pomeéru 1:1 stanovena PCS (nefiltrovano pres 0.22 um sterilni filtr).

SloZeni olejové faze mikroemulzi Velikost ¢astic [nm]
Citrénovy olej 10
Skofticovy olej 11

Hiebickovy olej 9
Tymianovy olej 9

Tab. 11. Velikost castic mikroemulzi S vodnou fazi tvorenou demineralizovanou vodou sta-

novena PCS (filtrovdno pres 0.22 um sterilni filtr).

Slozeni olejové faze mikroemulzi Velikost ¢astic [nm]
Citronovy olej 14
Skofticovy olej 13
Hiebickovy olej 14
Tymianovy olej 13
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Obr. 11. Distribuce velikosti ¢astic mikroemulze s hiebickovym olejem.

Vizualni posouzeni ukédzalo, Ze mikroemulze ur¢ené pro mikrobiologickou analyzu byly

transparentni a po dobu potiebnou pro provedeni mikrobiologickych testti u nich nedocha-

zelo ke vzniku zéakalu, nebo dal$im jeviim svéd¢icim o jejich rozpadu.
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4.3 Vliv mikroemulzi esencialnich olejii na rast bakterii

V praci byly pouzity mikroemulze obsahujici citronovy, skoficovy, hiebi¢kovy a tymia-
novy olej. Oleje byly vybrany na zakladé informaci z literatury, diky jejich mozné antimik-
robni aktivité. Pfipravené mikroemulze byly testovany Vv rozsahu koncentraci uvedenych
v tab. 8. Nejprve byla zvolena koncentra¢ni fada 220 — 44 pg/ml s niz§imi koncentracemi
esencialnich oleji v mikroemulzich. Vysledky testi vSak ukazaly, Ze tyto koncentrace ne-
vykazuji o¢ekavané ucinky. Z tohoto divodu byla pro dalsi zkousku zvolenamikroemulze

s nékolikanasobné vyssi koncentraci esencialnicho oleje (9500 pg/ml).

Vliv esencialnich oleji v mikroemulzich byl sledovan na tfech grampozitivnich (Micro-
coccus luteus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii)
a dvou gramnegativnich (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) bakteriich. Rist bak-
terii byl hodnocen v tekutém médiu jako zména zakalu suspenze bunék métena spektrofo-
tometricky pfi 655 nm. Z namétenych udaji byly vypocéteny priméry a sestrojeny rastové
kiivky. Déle byl vyhodnocen index ristu (IR), coz je rozdil mezi riistem bakterii v ¢istém
kultivaénim médiu a kultivatnim médiu s ptidavkem mikroemulze s esencialnimi oleji.
Hodnoty indexu rtstu byly vyhodnocovéany po 10 hodinach kultivace. Ptiklady rastovych
ktivek jsou uvedeny v piiloze P Il. Vysledky indexu ristu byly graficky vyhodnoceny.

4.3.1 Vliv citronového oleje v mikroemulzi na rust vybranych bakterii

Indexu ristu bakterii pti sledovanych koncentracich mikroemulzi s citronovym olejem je
graficky vyjadien na obr. 12. Nejvétsi inhibi¢ni u¢inek citronového oleje v mikroemulzich
byl, podle ocekavani, zaznamenan pii jeho nejvyssi koncentraci, tzn. 9500 pl/ml ktera zce-
la inhibovala rust Staphylococcus aureus subsp. aureus. Obecné nejniz$i inhibi¢ni uc¢inek
byl zaznamenan u Micrococcus luteus a Bacillus subtilis subsp. spizizenii, kdy index ristu
dosahoval hodnot téméi 150 - 170 %. Z toho lze ucinit zavér, ze rust téchto bakterii byl
sledovanymi koncentracemi citronového oleje v mikroemulzich (44 — 220 pg/ml) spise
podporovan, nez inhibovan. Skutecnost, Ze antimikrobni latka mlze v nizkych koncentra-
cich podporovat rust, je jev, ktery byl pozorovan napiiklad i u monoacylglyceroli [22]. U
ostatnich bakterii, které byly kultivovany v médiu s mikroemulzi obsahujici citronovy olej
Vv koncentracich od 44 - 220 pl/ml, byl index ristu srovnatelny s bakteriemi kultivovanymi

V Cistém MPB.
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Obr. 12. Vliv citronového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: citronovy olej:etanol 1:1/Tween 60/voda.

4.3.2 Vliv skoficového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii

U skoficového oleje se index rustu sledovanych bakterii nejprve zvysoval se snizujici se
koncentraci oleje v mikroemulzi. Vétsina bakterii vykazovala mens$i hodnoty indexu rtstu
V porovnani s ristem v ¢istém MPB. Zvyseni hodnot indexu rustu ve srovnani s MPB bylo
opét pozorovano u Micrococcus luteus pii koncentracich oleje 110, 90 a 44 pg/ml, avSak
v rozmezi 9500 az 150 pg/ml byl jeho index rdstu ca 40 % a niz$i. Pfi pouziti nefedéné
mikroemulze (9500 pg/ml) byla hodnota indexu rastu bakterie Staphylococcus aureus nu-
lovéa a mikroemulze obsahujici skoficovy olej zde méla maximalni inhibi¢ni u¢inek. Touto
koncentraci oleje byly inhibovany i dalsi sledované druhy bakterii, napf. index rastu
Escherichia coli ¢inil 8 % a Pseudomonas aeruginosa 20 %. Grafické vyjadieni indexu

rustu bakterii pfi sledovanych koncentracich mikroemulzi se skoficovym olejem je zobra-

Zzeno na obr. 13.
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Obr. 13. Vliv skoricového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: skoricovy olej:etanol 1:1/Tween 60/voda.

4.3.3 Vliv hiebickového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii

VIliv mikroemulze s obsahem hiebi¢kového oleje na inhibici ristu bakterii je znazornén
na obr. 14. Z grafu je patrné, ze pusobenim mikroemulze s nejvyssi koncentraci oleje doslo
ke snizeni indexu rustu u vSech sledovanych mikroorganismi (IR < 20 %). Nejvice zde byl
inhibovan rist Escherichia coli, kde byl stanoven index ristu 8 %. Prubéh zavislosti inde-
xu rastu na koncentraci oleje je zajimavy pro Micrococcus luteus, u kterého je v rozmezi
9500 — 44 pg/ml patrny Gaussovsky pribéeh, kdy se vzristajici koncentraci dochazi nejprve
ke zvySeni indexu ristu (koncentrace 150 pg/ml) a poté k jeho opétovnému sniZeni
(az do koncentrace 44 pg/ml). Rust dalSich sledovanych mikroorganizmt nebyl mikro-

emulzemi s hiebickovym olejem ve sledovanych koncentracich vyznamné inhibovan.
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Obr. 14. Vliv hirebickového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakterii.

Slozeni mikroemulzi: hiebickovy olej:etanol 1:1/Tween 60/voda.

4.3.4 Vliv tymianového oleje v mikroemulzi na rist vybranych bakterii

Puisobeni mikroemulze s tymianovym olejem nejvice odolavaly bakterie Micrococcus lu-
teus a Pseudomonas aeruginosa. Hodnoty indexu rustu u téchto bakterii dosahovaly 170 —
180 %, coz svédci o tom, Ze koncentrace tymianového oleje od 220 — 44 pg/ml rist sledo-
vanych mikroorganizmt podporovaly. Nejvétsi inhibi¢ni ucinek byl opét zaznamenan
u nefedéné mikroemulze, kterou byl nejvice inhibovan rist Staphylococcus aureus (IR = 2
%) a Escherichia coli (IR = 8 %), zatimco nejméné Micrococcus luteus (IR = 50 %)
a Pseudomonas aeruginosa (IR = 40 %). Ostatni stanovené hodnoty indexu rtstu bakterii
v koncentracich tymidnového oleje v rozmezi 44 — 220 pg/ml byly prakticky srovnatelné
a vykazovaly pouze malou koncentrac¢ni zavislost, napi. Staphylococcus aureus (IR = 75
%), Escherichia coli (IR = 100 %). Grafické vyjadieni indexu ristu bakterii v pfitomnosti

mikroemulzi s tymianovym olejem je zobrazeno na obr. 15.
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Obr. 15. Vliv tymianového oleje v mikroemulzi na riist vybranych bakte-

rii. Slozeni mikroemulzi: tymianovy olej:etanol 1:1/Tween 60/voda.
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5 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo pfipravit mikroemulze s obsahem esencialnich oleji, vhodné
je charakterizovat a provést uvodni zkousky jejich antibakterialni ucinnosti. K nalezeni
vhodného slozeni zajistujiciho stabilni mikroemulze byly sestrojeny fazové diagramy
tiislozkového systému voda — olej — surfaktant, kde olejova faze byla tvofena ptislusnym
esencidlnim olejem s etanolem v poméru 1:1 a vodnd faze sestavala bud’ ze smé-
si voda/propylenglykol nebo demineralizované vody. Z esencialnich oleji byl vybran olej
citronovy, skoficovy, hiebickovy a tymianovy. Jako surfaktant byl pouzit Tween 60 a ko-

surfaktantem byl etanol.

Fazové diagramy prokazaly, Ze piitomnost propylenglykolu pozitivné ovlivituje solubiliza-

ci oleju a zvétSuje velikost jednofazové, mikroemulzni oblasti.

U vsech ptipravenych mikroemulzi byla stanovena velikost ¢astic metodou fotonové kore-
la¢ni spektroskopie, ktera lezela v rozmezi 9 — 14 nm. Zaroven byly mikroemulze hodno-

ceny vizualng.

Diky sestrojeni fazovych diagraml bylo zjisténo vhodné slozeni mikroemulzi zajist'ujici
jejich stabilitu a k testovani inhibi¢niho ucinku na vybrané bakterie (Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Escherichia coli a Bacil-
lus subtilis subsp. spizizenii) byly pfipraveny mikroemulze ve sloZeni esencialni

olej/etanol/Tween 60/demineralizovana voda.

Nejvetsi inhibiéni ti¢inek na sledované bakterie vykazovaly nefedéné mikroemulze s kon-
centraci esencialnich oleji 9500 pg/ml, Vv jejichz ptitomnosti byly hodnoty indexu ristu
vSech bakterii niz8i nez 50 %. Nejcitlivéjsi bakterii byl Staphylococcus aureus, jehoz rist
byl mikroemulzemi s obsahem citronového, skoficového a tymianového oleje zcela inhi-
bovan. Nejvice odolnou bakterii byl Micrococcus luteus s hodnotami indexu rustu ¢asto
ptesahujicimi 100 %. Z vysledku je rovnéz ziejmé , Ze nelze jednoznacné uréit, zda mikro-

emulzemi byly vice inhibovany grampozitivni nebo gramnegativni bakterie.

Je tieba konstatovat, ze vysledky predlozené prace predstavuji uvodni studii do problema-
tiky antimikrobni G¢innosti mikroemulzi esencialnich oleju, Kterou je tfeba dale rozsifit.

Dalsi prace bude zamétena na nasledujici aktivity:

e zlepSeni formulace mikroemulzi, pfedevSim zvySeni obsahu esencialnich olejt;
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e podrobngjsi studium antimikrobni Géinnosti pifipravenych mikroemulzi ve vhod-

nych koncentra¢nich rozmezich;

e vyjasnéni vlivu pfitomnosti etanolu a Tweenu 60 na antimikrobni G¢inky mikro-

emulzi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

olv
v/o
HLB
DNA
GC
MIC
MPA
MPB
CCM

oD

Systém olej ve vode¢.

Systém voda v oleji.

Hydrofilné-lipofilni rovnovaha (z angl. hydrophilic-lipophilic balance).
Kyselina deoxyribonukleova.

Plynové chromatografie.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Masopeptonovy agar.

Masopeptonovy bujon.

Ceska sbirka mikroorganismu.

Opticka hustota.

Index rastu.
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PRILOHA P I: PRIPRAVENE MIKROEMULZE

Obr. 16. Pripravené mikroemulze s vodnou fazi sloZenou ze smési voda/propylenglykol 1:1

(nestabilni).

Obr. 17. Pripravené mikroemulze s vodnou fazi tvorenou demineralizovanou vodou (sta-
bilni).



PRILOHA P II: PRIKLADY RUSTOVYCH KRIVEK SLEDOVANYCH
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Obr. 18. Graf zavislosti zakalu na ¢ase pro S.aureus v mikroemulzi se skoricovym olejem.
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Obr. 19. Graf zavislosti zdkalu na case pro S. aureus v mikroemulzi s tymidnovym olejem.




