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ABSTRAKT

Prace se =zabyva piipravou antimikrobidlnich geli tvofenych alternativnimi
antimikrobialnimi slozkami (kyselina mandlova, esencialni oleje). K vlastni pfipravé gela
byla pouzita gelotvornd latka na bazi syntetickych pryskyfic. Testovani antimikrobniho
ucinku vytvotenych geli probihalo vic¢i vybranym fyziologicky vyznamnym
gram-pozitivnim, gram-negativnim bakteriim a kvasinkam. Vysledky ukazuji, Ze kyselina
mandlova a vybrané esencialni oleje jsou v synergickém vztahu a v gelové kompozici jevi
vysoké inhibi¢ni uc€inky, a to jak na vybrané mikroorganizmy, tak na samotné pokozce
rukou. Po senzorické strance byly gely s pfidavkem kyseliny mandlové, esencialnich oleju
Z tymidnu, hiebicku, skofice a citronu 1épe hodnoceny nez komeréni antimikrobidlni gel

s pridavkem ethanolu.

Kli¢ova slova: antimikrobialni gel, ethanol, kyselina mandlova, esencialni olej

ABSTRACT

This work deals with a preparation of antimicrobial gels composed of alternative
antimicrobial components (mandelic acid, essential oils). The gel-creative substance based
on synthetic resins was used for actual preparation of gels. Antimicrobial effect of created
gels was tested towards selected gram-positive, gram-negative bacteria and yeasts, which
are physiologically relevant. Results show that a mandelic acid and selected essential oils
are related synergetically, and moreover in a gel composition they inflict extensive
inhibition effects, both on selected microorganisms and so on hand skin. From the sensory
perspective the gels with mandelic acid, thyme, clove, cinnamon and lemon essential oils

addition were evaluated better than comercial antimicrobial gel with ethanol addition.

Keywords: Antimicrobial Gel, Ethanol, Mandelic Acid, Essentials Qil
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UvVOD

Je zndmo, Ze zijeme ve svét¢ plném mikroorganizmu, které osidluji témétr vse, s Cim
ptichazi ¢loveék do kontaktu, tzn. nejen okolni materialni svét, ktery nas obklopuje a ptisobi

na nas, ale také bez vyjimky pokozku ¢loveka.

Na povrchu kize zdravych jedinci se nachazi rtizné mikroorganizmy, tzn. rezidentni
bakterie. Kontaktem pokozky s okolnim prostfedim dochazi k pfichyceni dalSich
mikroorganizmi na rohovou vrstvu kaze. Tyto mikroorganizmy jsou oznacovany jako
transientni bakterie, ¢ili jako transientni mikrofléra. Tato mikroflora je schopnd vyvolat

infekci nebo dokonce vyvolat vazné zdravotni onemocnéni.

Transientni mikroflora, resp. jeji jednotlivi zéastupci se vyskytuji nejen v hromadné
dopravé, ale i na klavesnicich pocitaci, na telefonech, na napojovych automatech,
na madlech (napt. ve fitness centrech), a idealnim prostfedim pro bakterie transientni
mikrofléry jsou také kliky. Se vSemi témito potencidlnimi pienaSeci pfichazime
i n€kolikrat denné do kontaktu. Proto je doporuéeno po styku s témito, ale i mnoha dalsimi
potencidlnimi pfenaSe€i, myti rukou vodou a mydlem. V piipadech, kdy nemame

k dispozici vodu a mydlo, by mé&l byt primarné uzit ru¢ni sanitizér.

V soucasné dobé¢ trh disponuje Sirokou Skalou téchto produktii. Je ale potteba podotknout,
Ze témeét vSechny jsou obdobného slozeni. Jedna se pfedevs§im o dezinfekéni gely na bazi
ethanolu, pfipadné ethanolu s ptidatnymi latkami. Obsah ethanolu v dezinfek¢nich gelech
byva v rozmezi od 45 — 80 %. Pfi téchto koncentracich dochazi k potlaceni, ptip. usmrceni
mikroorganizmu osidlujicich pokozku rukou, ale také dochazi k jeji dehydrataci. Pfi Casté
aplikaci geld stouto antimikrobialni latkou miZe dochazet k vysuSeni a naslednému
popraskani rohové vrstvy kuze. CoZ je jednak bolestivé, a jednak tim miiZe dochazet
k rozvoji infekce, protoze v prasklinach se usidluji mikroorganizmy, které Ize jen velmi

obtizné odstranit.
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1 KOZNIi MIKROFLORA

Lidska kuze se sklada ze tii Casti. Prvni je pokozka (epidermis), druha vrstva je Skara
(dermis) a posledni, tieti vrstvou je podkozni tkan. Epidermis je vnéjsi vrstva kuze,
ktera tvofi ochrannou bariéru proti vlivim vné&jSiho prostiedi (napf. toxinlim a bakteriim)
a brani nadmémné ztraté¢ vody z kuze. Epidermis je tvofena pievazné keratinocyty,
které jsou produkovany bazalni, nejspodnéjsi vrstvou epidermis a postupné se posouvaji
smérem ke koznimu povrchu. Mezitim prochéazeji fadou zmén a vytvareji pét odliSnych
vrstev: rohova vrstva (stratum corneum), vrstva jasna (stratum lucidum), vrstva zrnita
(stratum granulosum), vrstva ostnita (Stratum spinosum) a vrstva bazalni (stratum basale).

Jednotlivé vrstvy jsou znazornény na Obr. 1 [1].

Stratum corneum

Stratum bucidum

Stratuen granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obr. 1. Struktura epidermis [1]

Zevni vrstva epidermis (stratum corneum) je slozena z piiblizné¢ dvaceti vrstviéek
oplosténych odumfielych bungk, tzv. korneocytd, které jsou piipojeny K sobé a vytvaii tak
tvrdou rohovou vrstvu keratinu ve smési s koZnimi lipidy. Ve chvili, kdy se buiky
dostavaji do této vrstvy, jsou jiz zcela deskvamovany a nejsvrchnéji ulozené bunky
se rovnomérné¢ odlupuji. Tento proces se nazyva deskvamace. Tésné naskladané bunky
spodnich partii rohové vrstvy tvofi prostupnou bariéru, kterd chrani kGzi pred vlivy
vnéjSiho prostredi. Nové vrstvy pokozky jsou tvofeny piiblizné denn€ a zcela se obméni

za 3 —4 tydny [1].
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Rozhodujici vyznam pro soudrznost stratum corneum, antimikrobialni funkci, udrzeni
integrity a Vv neposledni fadé epidermalni permeabilitu ma kysely plast na povrchu
pokozky. pH kozniho povrchu se pohybuje vrozmezi od 4,5 — 5,5. Ve srovnani
s normalnim fyziologickym pH je tedy mirn¢ kyselé. Podili se na tom pot, ktery obsahuje

nékteré organické kyseliny [2].

1.1 Bakterialni mikroflora rukou

Mikroflora osidlujici zdravého jedince se vyviji v priabehu celé¢ evoluce ¢lovéka a méni
se Vvprubéhu jeho zivota. Méni se nejen mnozstvi, ale i zastoupeni jednotlivych
mikroorganizmi. M¢éni se V zavislosti na véku, pohlavi, vyzivé a zdravotnimu stavu,
podnebi, geografické lokalité, osobni hygien¢, ale i na bydleni, pracovnim prostiedi,
zivotnim stylu a na celé fad€ dalSich vlivli. Mikroflora zdravého jedince byva oznacovana
jako vlastni nebo vrozena, coz je ponc¢kud nepiesné, nebot clovék se rodi sterilni
a je teprve postupné zvenéi osidlovan mikroorganizmy. Casto je téZ pouzivan termin
normalni flora, ktery je ovSem definovan ponékud neuréité, vzhledem Kk vyse zminéné

proménlivosti a nemoZznosti stanoveni jakési normy jejiho sloZeni u riznych jedinct

[3,s.124].

Celkovy pocet mikroorganizmli na kGzi se méni v zdvislosti na konkrétnim miste.
Zastoupeni mikroorganizmii na rukou a pazich se mize pohybovat od cca 100 CFU/cm?
do 1 x 10° a vice CFU/cm? v zavislosti na tom, &eho se dotkneme. Napiiklad celkové podty
bakterii na rukou zdravotnického personélu jsou v rozmezi od 3,9 x 10* a7 4,6 x 10° CFU.
Tvat ma cCasto vysSi pocet mikrobidlnich kolonii nez mnoho jinych koZnich mist,
a to proto, Ze je vice vlhka (zejména T-zona kolem oci, nosu a ust) a zahrnuje oblasti
bohat¢ na maz (napf. celo, nos a nosoretni ryhy), kde pocet stafylokokil
a Propionibacterium muZze byt vyss§i nez 10° CFU/cm® Dale lze uvést, Ze v axilach
se nachazi pfiblizng 5 x 10° CFU/cm? aerobnich baktérii a 1 x 10* CFU/cm? na piedlokti
[4,s.212], [5, s. 10].

Na kiizi jsou pfitomny jak nepatogenni, tak patogenni mikroorganizmy, které udrzuji nizké
pH. Pii poranéni kize mohou do podkozi pronikat mikrobi a mize dochazet ke vzniku
zanétu kize. PtisluSnici mikroflory rukou ¢lovéka mohou byt rozd€leni na trvale osidlujici
(rezidentni) mikrofloru, ktera je tvofend mikroorganizmy, které se pravidelné v dané
oblasti a v&ku vyskytuji. Jestlize je tato mikrofléra poruSend, rychle se obnovuje.

Déle se na pokozce vyskytuje pfechodnd mikroflora (transientni), kterd pochazi z vnéjSiho
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prostiedi. Tato mikroflora pfedstavuje mikrofloru kontaminujici, kterd miize po kratkou
dobu na pokoZzce piezivat, mize se jednat o hodiny, dny a dokonce i tydny. Naptiklad
pocCet kontaminujicich mikroorganizmii na Spiéce prstu se pohybuje Vrozmezi
od 0 do 300 CFU/cm?. Pocet transientni a rezidentni mikroflory se mezi jednotlivei znadng

1i8i, je vSak Casto relativné konstantni pro daného jedince [5, s. 10], [6, s. 76], [7, s. 196].

Rezidentni bakterie jsou na neporusené kiizi oproti gram-negativnim transientnim druhtim
schopny ptezit delsi dobu. Vyznamnou vlastnosti rezidentni mikroflory je jeji ochranné
pusobeni viéi patogennim mikroorganizmtm, vuci kterym je v antagonistickém postaveni.
Mikroflora zabranuje kolonizaci patogeny tim, Ze navazuje na receptory bunck kuze
pomoci tzv. adhezinl a vytvaii na nich biofilm. Na takto chranénych mistech se patogeny
usazuji jen obtizné. Ne&které bakterie mohou produkovat inhibi¢ni latky, zejména
specifické antimikrobni latky (bakteriociny, antibiotika) [4, s. 211], [8, s. 113].

1.2 Rezidentni mikroflora

Pievazna vétSina rezidentni mikrofléry se nachazi v povrchovych vrstvach epidermis,
a to konkrétné ve stratum corneum. Mensi cast rezidentni mikroflory osidluje vyvody
potnich a tukovych zlaz, vlasové folikuly a nehtova lizka. Tato mensi ¢ast mikroflory
je umisténa hloub&ji v kuzi tak, aby bylo zamezeno pfistupu dezinfek¢nich latek.
Tato nepfistupnd flora slouZi jako rezervoar pro mikroorganizmy, které byly odstranény
dezinfek¢énimi prostiedky. Mikroorganizmy se vyskytuji na k@zi ve form& malych
mikrokolonii, které byvaji zapouzdieny extraceluldrnimi polymery. Jednotlivé bakterie
nebo jejich shluky se mohou z mikrokolonii uvoliiovat vlastnim pohybem nebo proudem
okolni kapaliny. Tyto mikrokolonie se nachazeji nejvice v povrchovych vrstvach rohoviny
nebo v mazovych zlazach napojenych na vlasovy kandlek v tzv. pilosebacedznich
folikulech, jak je tomu i v piipadé Propionibacterium. Tyto mikrokolonie nelze z povrchu
klize odstranit, 1ze pouze snizit jejich pocet, a to pouze v ptipad¢ uziti téch nejsilnéjSich
hygienickych dezinfek¢nich ptipravkil. Proto se uvadi, ze az 20 % této mikroflory nelze

odstranit ani chirurgickym mytim rukou [1], [6, s. 76], [7, s. 196], [9, s. 34], [10, s. 295].

Do rezidentni mikroflory jsou zapolitdvany mikroorganizmy, které ziji s lidskym
organizmem Vv komenzalnim nebo mutualistickém vztahu, coz znamena, ze nezpusobuji
zadnou Skodu, ptip. s mikroorganizmem kooperuji. Dominantnim druhem, ktery je zastou-
pen Vv rezidentni flote je Staphyloccocus epidermidis. Mezi dal§i bakterie se fadi

Staphyloccocus homidis a jiné koagulaza-negativni stafylokoky, koryneformni bakterie
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(Propionibacterium, Corynebacterium, dermobakterie) a mikrokoci. Mezi nejéastéjsi druh
plisni, ktery se vyskytuje u rezidentni mikroflory pokozky, patii Malassezia spp. Dale jsou
na kuzi zastoupeny kvasinky rodu Candida [5, s. 10], [11, s. 222].

Mikroorganizmy, které zastupuji rezidentni mikrofléru kize, jsou také zavislé na ro¢nim
obdobi. V zim¢ je vysS$i zastoupeni mikrokokd, oproti tomu v 1ét€ je vice koliformnich
baktérii. U této mikroflory je mensi pravdépodobnost vzniku infekce. Infekci tedy mohou
zpusobit pouze ve sterilnich télnich dutinach, oéich, piip. muze dojit k infekci v situaci,
kdy byla sniZena imunita jedinctu (napf. po chirurgickém zakroku, popaleninach, aj.)

[5,s. 10], [12, 5. 112 - 113].

1.3 Transientni mikroflora

K transientni mikrofléfe patifi mikroorganizmy, které se dostavaji na k0zi ndhodné
z vn¢jsiho prostiedi a ulpivaji na ni pomérné kratkou dobu. Jedna se predevsim o nepato-
genni nebo potenciadlné patogenni mikroorganizmy, které obyvaji kizi celé hodiny, dny
nebo tydny. Tato doba zéavisi na ¢innosti mikroorganizmi, podminkach prostiedi, aj.
Mikroorganizmy transientni flory jsou obecné malo vyznamné, pokud zastupci rezidentni
flory zlstavaji beze zmény. Nicméné v piipad¢, Ze rezidentni flora je naruSena, prechodna
flora muze kolonizovat, proliferovat a vytvafet onemocnéni. Tito mikrobi osidluji
povrchové vrstvy kiize, a proto Ize jejich pocet redukovat i béznou hygienou. Transientni
mikroorganizmy piezivaji na povrchu kiZze a velmi ojedinéle se na ni mnoZzi.
Tato mikroflora se Casto ziskava béhem piimého kontaktu s lidmi, pacienty nebo
z kontaminovanych povrchl. Pfenosnost transientni mikrofléry zavisi na pfitomnosti

daného druhu a poétu mikroorganizmi na povrchu kiize a také na jeji vihkosti [4, s. 212],
[13, s. 337].

Mezi typické zéstupce transientni mikroflory se fadi nejen gram-negativni rody, ale také
gram-pozitivni rody. Ptedpoklada se, Ze transientni bakterie osidluji kozni povrch z ptirod-
nich zdroji nebo z jinych rezervodrh lidského téla, napt. z gastrointestinalniho traktu.
Tyto mikroorganizmy jsou schopné se mnozit ve form¢ mikrokolonii na zdravé kizi
a ty pak zptsobuji kozni infekce. Jedna se napf. o baktérie Pseudomonas aeruginosa
a Staphyloccocus aureus. Dalsi potencionalné patogenni transientni bakterie vyskytujici
se na pokozce rukou jsou patogenni kmeny E. coli, Salmonella spp. a Listeria

monocytogenes [13, s. 337].
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1.4 Charakteristika vybranych bakterialnich druhii kolonizujicich na
kiizi ¢lovéka
Mikroorganizmy, které osidluji pokozku rukou, mohou byt gram-pozitivni (G") bakterie

rodu Staphyloccocus, Micrococcus, Propionibacterium a gram-negativni (G") bakterie.

1.4.1 Rod Staphyloccocus

Stafylokoky jsou gram-pozitivni bakterie, pficemz vétsina z nich je aerobnich. V prostiedi
stafylokoky primarné osidluji povrch téla ¢loveéka i zvifat. Rod Staphyloccocus v sobé
zahrnuje mnoho druhi, které se rozd€luji dle produkce plasmakoaguldzy na druhy
plasmakoaguldza pozitivni a negativni. Vé&tSina virulentnich kmend plasmakoaguldzu

vytvafi, proto se jedna o rozhodujici znak pfi jejich urcovani [14, s. 22 — 23].

1.4.1.1 Plasmakoaguldza negativni stafylokoky

Bylo identifikovano vice nez 30 druhil téchto stafylokokt. Jedna se o typické potencialni
patogeny. U slabého organizmu mohou zplisobovat té€zké az smrtelné infekce. Také tvofi
fadu enzymt a toxind, pomoci nichZz mohou vyvolat i toxicky Sok. Mezi nejcastéjsi

puvodce se fadi S. epidermidis a S. saprophyticus [14, s. 26 — 27].

1.4.1.2 Plasmakoaguliza pozitivni stafylokoky

Typickym zastupcem je Staphyloccocus aureus, ktery je povazovan za striktniho patogena.
Staphyloccocus aureus se vyskytuje pfevazné v oblasti nosnich direk (az z 30 %), ale mize
se také vyskytovat i vjinych oblastech pokozky zdravého jedince. Bylo prokazano,
ze Staphyloccocus aureus se vyskytuje trvale pouze u 20 — 40 % zdravych osob, u jinych
osob byla zjisténa jeho absence. U téchto osob muize zplsobovat kozni infekce, zvlasté
pfi poskozeni pokozky. Proto se Staphyloccocus aureus fadi do transientni mikroflory.
Miuize zplisobovat rizné hnisavé zanéty, pifipadné diky produkeci toxini az smrt

[14, s. 23— 24], [15, s. 24 — 25].

1.4.2 Rod Microccocus

Na zdravé kazi jsou tyty bakterie méné zastoupené nez bakterie druhu Staphyloccocus.
Mikrokoky se vyskytuji v susSich oblastech pokozky a jsou hojné zastoupeny u déti.
Existuje sedm druht téchto gram-pozitivnich koki. Dominantnimi druhy jsou Microccocus

luteus, Microccocus variants, ale také Microccocus kristinae a Microccocus sedentarius
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jsou fazeny mezi rezidentni mikrofloru. Mikrokoci zptsobuji nemoci jen velmi vzacné

[10, s. 297].

1.4.3 Rod Propionibacterium

Propionibacterium jsou anaerobni, gram-pozitivni, ty¢inkovité bakterie, které se nachazeji
pfevazné v mazovych zlazach anebo také v hlubsich ¢éastech vlasovych folikuld. V téchto
oblastech jsou zejména rozsifeny Propionibacterium acnes a Propionibacterium
granulosum. Hlavni patogenni proces, se kterym je obycejné P. acnes spojen je acne
vulgaris. Propionibacterium avidum se nachazi ve vlh¢ich mistech pokozky, zejména

Vv podpazi a tiislech [10, s. 297].

1.4.4 Rod Pseudomonas a dalsi gram-negativni bakterie

Pseudomonady zahrnuji gram-negativni, striktné¢ aerobni tycky. Bézné se vyskytuji
ve volné piirod¢, v odpadnich vodach, ve stfevnim traktu zvifat i ¢lovéka. Z hlediska
mezi puvodce nosokomialnich infekci. P. aeruginosa muze zpusobit riznérizné hnisavé
léze, zvlasté kozni a ranné infekce. Muze se vyskytovat pii infekcich oci, kloubi,

dychacich cest, aj. [14, s. 70].

Dalsi gram-negativni bakterie tvofi u zdravych jedincd pomérné maly podil kozni
mikroflory. Acinetobacter, ktery je pivodné znamy jako Mima a Herellea, zastupuje
priblizné 25 % mikroflory pokozky, zejména se nachazi ve vlhkych mistech, tj. podpazi,
tiisla, na ploskach nohou, v loketnich jamkach, aj. Acinetobacter zpusobuje infekce pouze
ve vzacnych piipadech. Dalsi gram-negativni mikroorganizmy se na kizi nachazeji velmi
ziidka, jedna se predev§im o bakterie vyskytujici se na rukou, tj. Protheus, Enterobacter
a Krebsiella [10, s. 298].

1.5 Redukce transientni mikroflory na rukou

Hygienickd dezinfekce klize, zejména rukou, je povazovana za jeden z hlavnich
mechanismu ke snizeni rizika prenosu infekcénich agens ziskanych jak pfimym kontaktem,
tak fekaln& — oralni cestou. Dle evropské normy CSN EN 1500 je hygienicka dezinfekce
rukou postup po piedchozi kontaminaci, ktera zahrnuje vtirani baktericidniho pfipravku
ur¢eného proti transientnim mikroorganizmim na povrch rukou bez pouziti vody s cilem

zabranit jejich pfenosu bez ohledu na rezidentni mikrofloru kiiZze. Transientni bakterie
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Staphylococcus aureus, vcetné gram-negativnich mikroorganizmtl, jsou obvykle pfitomny
na kizi v malych mnozstvich a mohou c¢asto byt odstranény nebo snizeny na velmi malé
mnozstvi mydlem a vodou. Nicméné¢ v néckterych piipadech je nutnd vysSi mira
bezpecnosti a je potieba uzit dezinfekéni ptipravky pro spolehlivé usmrceni piechodné
mikroflory. Srovnani Gc¢innosti hygienické dezinfekce a myti rukou znazornuje Obr. 2

[16, s. 1287], [17], [18, s. 923], [19, s. 234 — 235].
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Obr. 2. Zavislost redukce bakteridlni kontaminace na case [20, s. 308]
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Jsou snadno pouzitelné, zejména jako uc€inny nastroj pro kontrolu infekce, a také ptispivaji
k podstatnému snizeni nemocnosti a umrtnosti. Ve srovnani s uzitim obyc¢ejného mydla
s vodou lze fyzicky odstranit uréitou tirovenn mikroorganizmi, oproti tomu antimikrobialni
latky jsou schopné usmrtit mikroorganizmy. Antimikrobidlni pfipravky jsou navrzeny tak,
aby rychle eliminovaly vétSinu pfechodné flory pomoci jejich mechanicky-detergentniho
ucinku a vyvinuly trvalou antimikrobialni aktivitu na ostatni mikroflory, pficemz dojde

ke zpomaleni mnozeni rezidentni flory [21, s. 365 — 366], [22, s. 120].

V ramci dezinfekce rukou je potteba, aby kiize rukou byla zdrava. Nebot’ opakovanym

a Castym mytim rukou mtze dochazet k naruseni hydrolipidniho povlaku, ¢imz je vlastni
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tuk z kize je rozpoustén a odplavovan, dochazi tedy k jejimu odmasténi. Dusledkem
tohoto je kiize hruba, vysusena a je nachylna k podrazdéni. Popraskana a narusena kuze
poskytuje idealni ukryt pro mikroorganizmy, a dezinfekéni ptipravky se k nim nedostanou
a tim paddem neni dezinfekce ucinnd. Proto je potfeba porusenou kiizi promaStovat

mastnymi krémy a trhlinky a drobné ranky ihned osetfit [23, s. 60], [24, s. 8].

1.5.1 Hygienicka dezinfekce rukou

Hygienicka dezinfekce rukou se provadi standardni vtiraci technikou. Tato technika
je v souladu s normou CSN EN 1500 pro hygienickou dezinfekci rukou. Nalije se
pfimétené mnozstvi vyrobku do spojenych suchych dlani a pfipravek se vtira
po dobu 30 s v souladu se standardnim postupem zobrazenym nize tak, aby se jim ruce
uplné pokryly (viz Obr. 3). Pohyby se v kazdém kroku opakuji 5 krat, nez se pristoupi
k dalsimu kroku. Po ukonéeni posledniho kroku se za¢ne cela série opakovat a pokracuje
se do vyprSeni doby specifikujici v ptibalovém letdku vyrobce dezinfekéniho ptipravku
[5,s. 10], [17].

Obr. 3. Navod na spravnou hygienickou dezin-
fekci rukou [24]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

2 GELOVE DEZINFEKCNI PRIPRAVKY

Hygienické dezinfekéni pfipravky na bazi gelovych forem nachazeji v soucasné dobé¢
Siroké uplatnéni. Jedna se predevsim o to, ze gel je povazovan za kosmetické vehikulum,
coz znamena, ze je nosi¢em aktivnich latek do mist, pro ktera jsou urcena (plet, kize, aj.).
Dalsim velkym pozitivem gelu je, Ze existuje mnoho jeho forem, které maji celou fadu
podobnych vlastnosti a charakteristik (vcetné tokovych vlastnosti). Jejich viskozita
se muze pohybovat od kapalnych, tekutych, az po vysoce viskozni gely. Také se mohou
vyskytovat ve formé¢ mékkych, pevnych ty€inek. Konzistence gelu je modifikovatelna

i pro rizné formy pouziti, napt. spreje, aj. [25, s. 5 — 6], [26, s. 1], [27, s. 251].

Vyhodou gelii pro hygienickou dezinfekci rukou je pfedev§im jejich schopnost se pfti
kontaktu s koznim povrchem se rychle transformovat do tekuté konzistence a rychle
se vstfebavat. Na povrchu kiize se tedy dobfe roztiraji, stejnomérné se rozpoustéji, dobie
se aplikuji na vSechna mista pokozky rukou a snizuji moznost stékani, zajist'uji nizsi

spotiebu, a tim jsou také z ekonomického hlediska vyhodnéjsi [28], [29, s. 130].

2.1 Definice gela

Gel je v sir$im slova smyslu piipravek na bazi vody, ktery je zahustény polymery ¢i jinymi
latkami 0 vysoké molekulové hmotnosti. V uz§im slova smyslu jsou gely disperzni
systémy (plvodné roztoky), v nichZ jsou disperzni ¢éstice spojeny do trojrozmérné sité,
které¢ prostupuji disperznim prostiedim. Spojit€é je zde nejen disperzni prostiedi,
ale 1 disperzni podil. Po spojeni do sitovité struktury se disperzni ¢astice nemohou nezavis-
le pohybovat disperznim prostfedim. I kdyZ je disperzni prostfedi kapalné, maji gely
v disledku tohoto usporddani mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav
(napt. nékteré gely, i kdyz obsahuji az 99,9 hm. % kapaliny, se chovaji jako tuhé latky).
Sily, které puisobi adhezi disperznich ¢astic, mohou byt jak chemického, tak fyzikalniho
charakteru. Odstranénim disperzniho prostiedi (napt. vysuSenim gelu) vznika systém, ktery
obsahuje pouze disperzni podil a nazyva se xerogel (plivodné rosolovity gel se oznacuje
jako lyogel). Disperzni castice, jejichZ spojovanim vznika sitovita struktura gelu, byvaji
koloidni velikosti [25, s. 5 — 6], [30, s. 4], [31, s. 216 — 220], [32, s. 551 — 554].

Cisté gely jsou opalescentni nebo transparentni a jasné. Transparentnost gelti je dosaZena

pouze Vv ptipadé, ze vSechny slozky jsou rozpustény nebo se vyskytuji alespoil v koloidni
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formé, tj. velikost castice je v submikronové oblasti. Transparentnost se fadi k jedné

z velkych vyhod gelt [33, s. 160].

2.2 Klasifikace geli

Gely lze klasifikovat dle fady hledisek, poc¢inaje jejich chemickym slozenim, az po jejich
chovani ve vysuSeném stavu. Nejcastéji byvaji gely klasifikovany podle chovani
ve vysuseném stavu, a to na reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni gely (téZ elastické)
pfi vysouSeni zmenSuji svij objem a pifechazeji na kompaktni xerogely. Pfi styku
s disperznim prostfedim ptechazeji zpét do puivodniho stavu tzv. botnanim, tj. schopnosti
ptijimat molekuly disperzniho prostiedi. Prostorova struktura reverzibilniho gelu je tvofena
siti makromolekularnich fetézcii spojenych v mistech, které se nazyvaji uzly, uzlové body
nebo uzlové oblasti. Reverzibilni gely mohou vznikat bud’ z roztokli vysokomolekularnich
latek gelaci nebo z xerogelti botnanim. Piikladem téchto geld jsou kopolymery styrenu
a divinylbenzenu, agarosy, polyakrylamidu apod. Ireverzibilni gely (neelastické)
pfi vysouSeni takika nezmenSuji svij objem, jsou vSak vysoce porézni. Pii styku
s disperznim prosttedim jsou sice schopny absorbovat znacné mnozstvi kapaliny,
ale do rosolovitého stavu ptivodniho gelu se nevrati. Ireverzibilni gely vznikaji zelatinizaci

lyofobnich sold [31, s. 216 — 220], [32, s. 551 — 554], [34, s. 37], [35, s. 30].

Gely také mohou byt déleny na zakladé chemického slozeni disperzniho podilu,
a to na anorganické a organické gely. Dale mohou byt déleny na zaklad¢ disperzniho
prostfedi na hydrogely s vodnym disperznim prostfedim a na lipogely, jejichz disperzni

prostiedi tvofi latky tukové povahy [31, s. 216 — 220], [35, s. 30].

2.2.1 Hydrogely

Jedna se o systém hydrofilni povahy. Konkrétné se jedna o prithledné rosolovité substance,
jejichz zaklad tvoti zna¢né mnozstvi vody (85 — 95 %), nebo jej tvoii vodné alkoholové
prostiedi spolu s gelotvornymi latkami. Ty obvykle tvoii organické polymerni slouceniny,

jako napt. polyakrylické kyseliny, methylcelulézy nebo neionické celulozové ethery
[35, s. 30].

Jejich pouziti na kiZi zavisi na konkrétnim sloZeni. Po aplikaci maji vétSinou mirny
ochlazujici G¢inek, a to v disledku odpatovani rozpoustédla (vody, alkoholu, popt. jejich

smési) z povrchu. Pfi del§im nebo opakovaném nanaSeni miZze dojit k mirné dehydrataci
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kize, zejména jeji povrchové vrstvy (stratum corneum). Z tohoto divodi mohou byt

do hydrogelt pfidavany humektanty, jako napft. glycerol [30, s. 6 — 7], [35, s. 30].

2.2.2 Lipogely

Zaklad lipogelti neboli oleogelti je tvoifen velkym mnozstvim tukovych latek a dale

gelotvornymi latkami (napf. koloidnim oxidem kiemicitym) [35, s. 30].

2.3 Charakterizace sitovani polymernich gela

Na zaklad¢ sitovani mohou byt reverzibilni gely rozdéleny na ty, které vznikaji pomoci
chemickych reakci (tzv. chemické gely), a na ty, které vznikaji agregaci za pomoci
fyzikélnich sil, pfedevsim diky vodikovym nebo iontovym vazbam. Takto vzniklé gely

se nazyvaji gely fyzikalni [30, s. 14 — 15].

Struktura geld s chemickymi vazbami je velmi pevna. Chemické gely jsou charakteristické
nekonecnou trojrozmérnou sitovitou strukturou, ktera je tvoifend chemickymi vazbami.

Tyto vazby tvoiené kovalentni vazbou se tvoii dvéma moznymi zptisoby:
1. zesiténim ve stejnou dobu jako polymerace (tzv. kopolymerace);

2. sitovanim linedrniho polymeru chemickou reakci po syntetizaci (tj. za pfitomnosti

vhodného sitovaciho ¢inidla) [30, s. 16].

Prostorova struktura fyzikalng sitovanych gelil je tvotena siti makromolekulérnich fetézct
spojenych pusobenim sil fyzikdlni povahy v mistech nazyvanych jako uzly. Tyto uzly
se netvoii na koncich fetézcu, ale libovolné mezi makromolekulami. K asociaci mezi jed-
notlivymi fetézci dochazi pii sniZzeni afinity vysokomolekulérnich latek k rozpoustédlu,
jedna se napf. o snizeni teploty, zvySeni koncentrace aj. [30, s. 20 — 21], [31, s. 216 — 220],
[36,s.18 - 19].

Vznik téchto typli gelti zahrnuje celou fadu mechanismi a metod sitovani. Do kategorie

fyzikalnich gelti spada mnoho gelti na bazi syntetickych polymera [30, s. 20 — 21].
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2.4 Gelotvorna cCinidla

Existuje cela fada gelotvornych latek. Mezi nejcCastéji uzivané se fadi kyselina alginova,
bentonit, carbomery, zelatina, kiemicitan hofecnato-hlinity, poloxamer, polyvinilalkohol,
alginat sodny, tragant a xantanova guma. Mezi dal$i vyznamné gelotvorné latky patii deri-
vaty celuldozy, tj. methylceluléza, hydroxyethylceluléoza, hydroxypropylceluldza,
hydroxypropylmethylceluldza, karboxymethylceluloza, atd. Mezi témito vSemi slouceni-
nami se nachazi spole¢né znaky, ale kazda z téchto slouc¢enin ma své jedine¢né vlastnosti.
Za jedny znejpouzivangjSich gelotvornych latek v kosmetickém primyslu jsou

povazovany carbomery (tj. obchodni nazev pro polyakrylové kyseliny) [37], [38].

2.4.1 Carbomer

Jednd se o polymery na bazi syntetickych pryskyfic, které tvoii suché, bilé prasky.
Carbomery se skladaji z velkych molekul, které jsou tvoteny relativné malymi chemickymi
slou¢eninami zvanymi monomery. Monomerem uréenym k vyrobé téchto syntetickych
pryskyfic je kyselina akrylova, ktera je zesitovand nebo spojend s polyalkenylovymi
polyethery. Karboxylové skupiny, které poskytuje kyselina akrylova, jsou zodpovédné
za vyhody kone¢ného produktu, tj. gelu. Carbomerové pryskytice jsou vhodné pro piipravu
Cisticich geli. Nejcastéji se pouzivaji v 0,1 — 0,5% koncentraci v zavislosti na typu
pfipravku a pozadované vysledné viskozit€é. Mimo jiné se také vyuZzivaji jako zahustovadla
a jsou velmi citlivé na pH. Obecna struktura carbomeru je uvedena na Obr. 4 [26, s. 5 — 6],

[38], [39], [40, s. 43 — 44].

Obr. 4. Struktura carbomeru
[38]
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Carbomerové pryskytice jsou rozpustné jak ve vodé, tak i v alkoholu, a maji velmi dobré
sorpcni vlastnosti. Snadno absorbuji vodu a botnaji. Botnaji az do tisicindsobku

ptuvodniho objemu a desetinasobku jejich pivodniho mnozstvi k vytvoreni gelu [39].

2.4.1.1 Tvorba syntetického polymerniho gelu

Vznik gelu zalozeného na carbomerovych pryskyficich probiha hydrataci a samovolnym
botnanim polymerni sit¢ carbomeru ve vhodném rozpoustédle. Jestlize je rozpoustédlem
voda, vznikd polymerni hydrogel. Béhem tvorby gelu se jeho objem zvétSuje,
coz je doprovazeno natahovanim elasticky aktivnich fetézct polymerni sité [41].

V suchém praskovém stavu je molekula téchto polymerd pevné stocend do tvaru spiraly.
viskozity. Maximalni viskozni efekt zajistuji polymerni molekuly, které se pro dosazeni
tohoto efektu musi Gpln€ uvolnit. Existuji dva mechanismy, kterymi Se molekula
pryskyfice zcela uvolni. Nejbé€znéjsi mechanismus zahrnuje neutralizaci polymeru
s vhodnou bazi. Neutralizace zplsobuje ionizaci pryskyfice s negativnimi néboji podél
polymerniho fetézce. Odpor mezi témito naboji postupné piispiva k rozvinuti struktury,
zatimco propletené fetézce poskytuji trojrozmérné matice 3D. Vysledkem je okamzity
vznik vysoce viskdzniho gelu. Druhy mechanismus se sklada z ptidavku hydroxylovych
donort k pryskyfici. Kombinaci karboxylové skupiny s jednou nebo vice hydroxylovymi
skupinami dochazi k tvorbé vodikovych vazeb, a tim k zesileni struktury gelu.
Mize se jednat o ¢asové ndrony mechanizmus, pficemz k maximalni tvorbé mize dojit
béhem 5 minut aZ nékolika hodin. V pfipadé tvorby gelu timto zpisobem systém udrzuje

kyselé pH [40, s. 43 — 44].

Carbomery vytvafi ve vodném roztoku mirné kyselé prostiedi (pH = 2,8 — 3,2), jelikoz
karboxylové skupiny ve vodném prostiedi ¢astecné disociuji. Vzhledem k tomu,
ze disociaéni konstanta (pK,) téchto polymerd je 6,0 = 0,5, dochazi k ionizaci
karboxylovych skupin na hlavnim fetézci, coZ vede k odporu mezi pfirozenymi naboji,
a to podporuje botnani polymeru. Pii zvySujicim se pH (3,5 - 8,0) je roztok neutralizovan
a dochazi k tvorbé gelu (Obr. 5). Neutralizace se miize provadét anorganickymi bazemi,
jako jsou NaOH, KOH, NH,OH, nebo organickymi aminy (napt. TEA — triethanolamin).
Timto zpusobem dochazi ke wvzniku spletité sit¢ polymert v celém roztoku, coz

ma za nasledek tvorbu charakteristické viskozity [39], [42].
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Obr. 5. Zavislost viskozity carbomerového gelu na pH [43]

K zesiténi polymerd dochazi pomoci molekularnich sil nebo pomoci sekundarnich sil
véetné iontovych a kovalentnich vazeb ¢i silnymi dipdly postrannich skupin makromole-
kul. Dochazi ke vzniku hydrogelu, ktery mize byt chemicky stabilni, nebo se muze pfi
nespravnych fyzikalnich podminkach rozpadat a rozpoustét. Takovéto hydrogely jsou

oznacovany jako reverzibilni nebo fyzikalni [36, s. 18 — 19].

Pro ptfipravu gell musi byt peclivé zvolen druh carbomeru, a to i pfes to, Ze se jedna
o latky chemicky témét podobné. Existuje mnoho druhti carbomerovych pryskyfic, které
mayji specifickou tvorbu viskozity, molekulovou hmotnost a dalsi charakteristické vlastnos-
ti. Carbomer miZe byt uvadén napt. ¢islem 910, 934, 940, 941 a 934P . Tato ¢isla udavaji
molekulovou hmotnost a specifické slozky polymeru. Mezi jedinecné vlastnosti téchto
polymert patii biologickd inertnost, ktera se u jinych linearnich polymeri nevyskytuje
[25,s.5-6], [38].

Z kosmetologického hlediska maji carbomery velmi nizky potencidl k podrazdéni kiize,
senzibilizaci, a to i pfi vysokych koncentracich. Dale maji také prokazan nizky potencial
pro fototoxicitu a fotokontaktni alergie. Carbomer, jakoZto vychozi substance pro vyrobu
kosmetickych vyrobkl a vyrobki pro osobni hygienu, musi byt uveden na trh v Evropé
Vv souladu s obecnymi ustanovenimi. Jednd se o natfizeni Evropského parlamentu a Rady

(ES) €. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych pFipraveich [38].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

2.4.2 Karboxymethylceluléza

Karboxymethylceluléza (CMC) je derivat celulézy s karboxylovymi skupinami
(-CH,-COOH) navazanymi na nékteré z hydroxylovych skupin glukopyranézovych
monomert. Struktura CMC je tedy zaloZena na B-(14)-D-glukopyranézovych polymerech
celulézy. Karboxymethylcelulé6za je hlavnim produktem chemické reakce celuldzy
a zésady a dale reakce alkalického éteru celulozy s kyselinou. Jako zasada se v této reakci
vyuzivad hydroxid sodny a kyselina chloroctova jako kyseld latka. Po prvotni reakci
se ziskdva tzv. technickd karboxymethylceluloza, ktera obsahuje piiblizné 60 % CMC
a 40 % soli. Dalsim procesem se odstraiiuji soli a ziskava se Cista CMC. Mezi vSemi
polysacharidy je CMC velmi levnou a dostupnou latkou [44], [45]. Struktura CMC

je znazornéna na Qbr. 6.
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Obr. 6. Struktura karboxymethylcelulozy [46]

Vyznamné faktory vramci funkénich vlastnosti CMC zavisi na stupni substituce
ve struktuife celuldzy, tzn. jakd cast hydroxylovych skupin se substituce zuacastnila.
Déle zéavisi na primérné délce polymernich fetézci a na stupni shlukovani
karboxymethylovych substituenti. Hydrofobnéjsi malo substituované CMC se chovaji
thixotropné, zatimco rozvétvengjsi vice substituované CMC jsou pseudoplastické.
Pii nizkém pH CMC miZe tvofit pficné vazby, a to laktonizaci prostfednictvim
karboxylovych skupin a volnymi hydroxylovymi skupinami. Diky polarnimu charakteru
karboxylovych skupin je CMC rozpustna ve vodé [47].

vvvvvv

které maji neutrdlni nebo zasadité pH. VétSina CMC se rychle rozpousti ve studené vodé

a vyuzivaji se zejména pro kontrolu viskozity bez gelovaténi. Je to proto, ze CMC
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pfi urcitych koncentracich netvoii gel. Viskozita CMC klesa v pribéhu zahtivani roztoku.
Molekuly CMC jsou nejvice rozsifené pii nizkych koncentracich latky, ale pii vysSich
koncentracich se molekuly ptekryvaji a svinuji se. Pti vysokych koncentracich se molekuly
zamotavaji a dochazi ke wvzniku termoreverzibilniho gelu. ZvySenim iontové sily
a snizenim pH se podpoii to, aby se polymer vice stoCil, coz méa za nasledek snizeni
viskozity CMC. Jeji ovladani viskozity ji umoziuje pouzit napt. jako zahustovadlo,

stabilizator ¢i pozastavovaci ¢inidlo [48, s. 379 — 380].

Karboxymetylceluloza je bily vlockovity prasek, jenz je netoxicky, bez zapachu,
je hypoalergenni, stabilni a snadno rozpustny ve vod¢. Karboxymethylceluldza
je pridavana zejména do mnoha nepotravinarskych vyrobku, naptiklad lubrikantt, zubnich
past, projimadel, dietnich tablet, vodou feditelnych natérovych hmot, Cisticich piipravkd,
vyrobki z papiru [48, s. 379 — 380].

2.4.3 Methylcelul6za

Methylcelul6za (MC) je methylester celuldzy. Jedna se o semi-flexibilni linearni fetézec
polysacharidu, ktery mé to nejjednodussi chemické slozeni mezi derivaty celulozy
s Castecnym nahrazenim hydroxylovych skupin methoxy skupinami. Podle poctu
nahrazenych hydroxylovych skupin Ize vytvofit riizné druhy methylcelulézy. Primémy
pocet methoxy skupin na jednotku anhydroglukosy se vyjadfuje stupném substituce,
kterd se pohybuje od nuly pro nemodifikované celul6zy na maximalné tfi, coZ odpovida

pIné substituovanému fetézci [49]. Struktura methylcelulozy je uvedena na Obr. 7.
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Obr. 7. Struktura methylcelulézy [50]
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V soucasné dob¢ je MC jediny ve vodé rozpustny alkyl ether celulozy, ktera je vyrabéna
pfevazné ve Spojenych statech. Methylceluléza se vyrabi zahfivanim celulozy

se zasaditym roztokem (NaOH) a ptisobenim methylchloridu [49].

Methylceluléza je pevna bila latka bez zdpachu, bez chuti a je netoxicka. Ackoliv
se komer¢ni produkt MC rozpousti ve studené vod¢, je potfeba jej nejprve rozpustit
V horké vodé a poté schladit na 5 — 10 °C. Kdyby byl prasek prvné ve styku se studenou
vodou, doslo by ke vzniku slepencii, proto je nejdiive rozpustén v horké vodé¢. Vysledny
roztok je ¢iry, vlacny a stabilni pii pokojové teploté. Nicméné, pii zahievu na teploty
mezi 60 — 70 °C dochazi v roztoku ke zvySovani viskozity a nasledné gelaci. Teplota
gelace klesa se zvysujici se koncentraci MC v roztoku a také se zvySujici se primérnou
molekulovou hmotnosti rozpusténé latky. Pfedpoklada se, Ze rozpustnost MC je zptsobena
jeji hydrataci pii nizkych teplotach. Tento proces sniZzuje pfitazlivost mezi polymernimi
fetézci. Pii vysokych teplotach je hydrat ¢astecné vysrazi a MC se oddé€luje ve formé gelu.

Malé mnozstvi anorganickych soli zvySuje viskozitu a snizuje teplotu gelace [51, s. 648].

Pii nizkych teplotich se viskozita ve zfedénych roztocich MC s narGstem smykoveé
rychlosti méni jen mirné. Nicmén¢ pii vysokych teplotach, kde dochazi k postupné gelaci,
viskozita snarGstem smykové rychlosti klesa. Toto thixotropni chovani se zvySuje
Vv pfitomnosti soli. Rozdily v roztoku od pH 3 do 12 nemaji vliv na MC, tzn., Ze nedochazi

Kjejimu srazeni. AvSak v roztocich silné alkalickych dochazi ke zvySeni viskozity
[51, s. 649].

Methylceluléza je kompatibilni s celou fadou vodé rozpustnych materidlt, jako jsou

napi. mydla, Skroby, lepidla, kaseiny nebo ptirodni gumy [51, s. 649]

Methylceluloza je uzivana v Siroké Skdle primyslového odvétvi. UZiva se v ramci kera-
mického, papirového, kozed&lného primyslu, aj. Diky tomu, Ze je netoxickd, se vyhradné

vyuziva ve farmakologickém, kosmetickém a potravinaiském pramyslu [51, s. 649].

2.5 Reologické vlastnosti gelu

Prostfedky na bazi gelotvornych latek maji upravené reologické vlastnosti, tak aby byla
snadng&jsi jejich aplikace a také rychlejsi absorpce aktivnich latek. Jedna se o kapaliny,
které jsou typické svym nenewtonskym chovanim. Nenewtonské kapaliny jsou takové
kapaliny, které specificky reaguji na intenzitu smykové deformace. V disledku plsobeni

smykové deformace miuze dochazet ke zvySeni nebo snizeni viskozity kapaliny.
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U kosmetickych geli viskozita klesa s intenzitou smykové deformace, tudiz dochézi
ke snizeni viskozity (Obr. 8). Tato vlastnost je zptsobena pfitomnosti gelotvornych latek.

Kapaliny s takovymto chovanim jsou ozna¢ovany jako pseudoplastické [26, s. 1 — 2], [52].

viskozita Dilatantni

Newtonskeé

Pseudoplastické

smykova deformace

Obr. 8. Zavislost viskozity na smykové deformaci [52]

Gely se do jisté hodnoty te¢ného napéti dokazou chovat jako elasticka télesa. Jako znaéné
elastické se chovaji zejména reverzibilni gely s kovalentnimi spoji, které disponuji malym
poétem vazeb v jednotce objemu. Cim vice je vazeb mezi fetézci polymeru, tim mensi
je moznost zmény tvaru makromolekuly, a tim pevnéjsi bude i prostorova sit’ [31, s. 216 —
220].

Oproti tomu, celd fada reverzibilnich 1 ireverzibilnich gell s fyzikalnimi spoji ma zfetelné
tixotropni vlastnosti. Coz znamena, ze viskozita se méni v ¢ase a klesa s dobou pusobeni
smykového namahani. To znamend, Ze jsou-li sily poutajici piivodni disperzni Castice
do sitovité struktury velmi slabé, je mozné gel prevést pomoci mechanického plisobeni
zpét na sol (napf. prudkym potiepanim). Mechanickymi U€inky se rusi slabé vazby
mezi casticemi. Pokud se necha po mechanickém namahani tekuty sol stat v klidu, vazby

se pomalu obnovi a dojde k nové gelaci [26, s. 1 — 2], [31, s. 216 — 220], [52].
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3 ANTIMIKROBIALNI LATKY V DEZINFEKCNICH
PRIPRAVCICH

Pii hygienické dezinfekci rukou se pouzivaji latky, které minimélné drazdi, musi vSak
usmrcovat mikroorganizmy ve velmi kratké dob¢. Nékdy je vyhodné, aby ucinné latky
mély dlouhodoby rezidualni u€inek (napt. pii chirurgické dezinfekci rukou, kdy je potieba
potlacit dlouhodobé riist rezidualni kozni flory). Rychly dezinfekéni G€inek maji alkoholy,
peroxid vodiku a peroxokyseliny. Alkoholy se tadi k pfednim antimikrobialnim latkam

vyuzivanych pii vyrob¢ hygienickych dezinfekénich ptipravkam [6, s. 76 — 77].

3.1 Alkoholy

I kdyz existuje velké mnozstvi skupin zahrnujici antimikrobidlni aktivitu v rdmci okamzité
hygienické dezinfekce rukou, tak pouze jediné alkoholy jsou mezinarodn€ uznavany
jako nejefektivnéjs$i a nejacinngj$i antimikrobialni latky. Alkoholy jsou uvadény
v mezindrodnich normach a smérnicich. Maji vySs$i Groven ucinnosti a velmi Siroké
spektrum antimikrobialni aktivity. Antibakterialni G¢innost alifatickych alkohola
je jiz znama po cela staleti. Konkrétni vyuziti v ramci hygienické dezinfekce se datuje

nékdy ke konci 19. stoleti [21, s. 365 — 366].

V tad¢ studii se zkoumala antimikrobialni aktivita celé fady jednosytnych alkoholt
zahrnujicich methyl- az oktylalkohol, jenz napf. slouzily jako substraty pro E. coli.
Bylo zjisténo, ze metylalkohol a dalsi alkoholy (butyl- az oktylalkohol) nebyly schopny
fungovat jako substrat, navic inhibovaly dehydrogenaci jinych substrati. Mnozstvi inhibice
se zvySovalo s délkou fetézce alkoholi. Bylo ale zjisténo, ze ethyl- a propylalkohol
jsou schopny hrat dvoji roli. Pii nizkych koncentracich mohou slouzit jako substraty,
oproti tomu pii vysokych koncentracich zptsobuji inhibici. Zdaleka nejvétsi baktericidni

uc¢inky byly prokazany u etylalkoholu [53, s. 615].

Utinngj§i antimikrobialni &inidlo neZ etanol, vramci alkohold, je izopropylalkohol.
Naptiklad Staphyloccocus aureus je usmrcen pii pasobeni 50 — 91% izopropylalkoholu
po dobu 1 minuty pii teploté 20 °C [53, s. 615].

Misitelnost alkohold svodou klesa se vzrustajici délkou uhlovodikového fetézce.
Dezinfek¢éni ucinek stoupd se zvySujici se molekuldrni hmotnosti a s délkou fetézce.
Utinek tedy klesa v itadé butyl-, propyl-, ethyl-, methylalkohol a v {adé n-primarni

> izo-primarni > sekundarni > tercialni alkoholy. Existuje konstantni pomér mezi
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molekularnimi koeficienty po sobé jdoucich ¢lenu této fady. Molekularni koeficient je

definovan rovnici (Rov. 1):

molekulova hmotnost alkoholu

molekularni koeficient = . fenolovy koeficient (1)

molekulova hmotnost fenolu

Primarni alkoholy s 6 — 16 atomy uhliki maji schopnost inhibovat Mycobacterium
tuberculosis a Trichophyton gypseum, ale nemaji schopnost inhibovat bakterii

Staphyloccocus aureus [53, s. 615].

Mechanizmus dezinfekéniho ucinku alkohold je zalozeny na schopnosti denaturovat
bilkoviny. Ve vysSich koncentracich koaguluji protoplazmu a dehydratuji buiky.
Baktericidni Uc¢inek se projevi jen v pfitomnosti vody. Pouze metanol je ucinny
v bezvodém prostiedi. Bakteriostaticky ucinek se projevuje u alkoholl i ve zlomcich

procent [55, s. 267 — 268].

Spektrum uc¢innosti alkoholii zahrnuje vSechny vegetativni formy bakterii. Gram-pozitivni
I gram-negativni bakterie jsou na alkoholy velmi citlivé, oproti tomu nejodolngj$imi
mikroorganizmy jsou stafylokoky. VSem alkoholiim chybi sporicidnost a spory bakterii

mohou Vv roztocich alkoholu pfezivat po dobu i n€kolika let [54, s. 24].

Alkoholy se nejcastéji pouzivaji k dezinfekci kize. Dezinfekéni piipravky zalozené
na alkoholech jsou bezpe¢né, rychle pusobi proti Sirokému spektru mikroorganizmu,
maji nizkou drézdivost a nejsou spojovany s rezistenci. Jsou také velmi oblibeny proto,
ze se rychle na kizi odpafuji a ruce zlstavaji po aplikaci suché. Jejich nevyhodou
je znacné lokalni podrazdéni kize pii poruseni jeji celistvosti. Piipravky maji také velmi
nizky bod wvzplanuti. Dal§i nevyhodou alkoholli jakoZto antimikrobidlnich latek je,
a tvorbu drobnych trhlin. Proto se do ru¢nich sanitizérii doporucuje piidavek 2 % glycero-
lu. T pfes tyto nedostatky jsou ruéni sanitizéry jedinecnym shlukem benefiti, ktery
je vyslovné doporucen [21, s. 372], [55, s. 267 — 268], [56, s. 28], [57, s. 63 — 64].
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3.1.1 Ethanol

v

tékavou, organickou kapalinu s charakteristickou vuni. Je vyznamnou antimikrobialni
latkou. Pouziva se v Cisté nebo denaturované forme a je nejcastéji pouzivanym alkoholem.
Optimalni G¢innost ma v koncentraci 70 £ 5 %. V této koncentraci se uziva na dezinfekci
suchych rukou. Jsou-li ruce umyté vodou a mydlem, tj. jsou-li vlhké, je potieba pouzit
80 — 96% alkohol. Pti spravné koncentraci ma etanol vysoce G¢inné germicidni ucinky
na vegetativni patogeny (viz Tab. 1). Je pravidelnou soucasti mnoha piipravki
k hygienické dezinfekci rukou. Je nutno ho pouzivat ve smési vody, nebot’ ta mu teprve
dava dezinfekéni vlastnosti. Gram-pozitivni i gram-negativni mikroorganizmy nici
70% etylalkohol rychle, a to béhem 10 az 30 sekund, stafylokoky uz pomaleji,
za 60 sekund [57, s. 63 — 64], [58].

Tab. 1. Baktericidni a virucidni ucinek ethanolu [53, s. 614]

Mikroorganizmus Utinna koncentrace [%6] PoZadovany ¢as
Salmonella typhosa 21,6 5 min
17,3 10 min
40— 100 10 sec
Staphyloccocus aureus 34,5 5 min
60 — 95 10 sec
100 50 — 90 sec
Escherichia coli 60 1-5min
70 40 sec
80 30 sec
60 5min
40 — 100 10 sec
Pseudomonas aeruginosa 30 - 100 10 sec

3.2 Netradi¢ni antimikrobialni latky

V soucasné dobé roste poptavka po tzv. ptirodnich antimikrobidlnich latkach v hygienic-
kych dezinfekénich ptipravcich. Jednd se o trend sméfujici k Zivotnimu prostiedi. Na trhu
lze jiz nalézt n€kolik hygienickych dezinfekénich pfipravkt na bazi ptirodnich surovin

jako je napt. thymol [21, s. 365 — 366].

Nasledujici podkapitoly budou popisovat potencialni antimikrobialni latky, které maji

vyuziti i v primyslu.
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3.2.1 Hydroxykyseliny

Hydroxykyseliny jsou organické karboxylové kyseliny, které jsou dle molekularni
struktury déleny na a- a B-typy (AHA a BHA). a-hydroxykyseliny jsou charakteristické
polohou hydroxylové skupiny v poloze alfa, oproti tomu B-hydroxykyseliny jej maji
v poloze beta. Ob¢ tyto skupiny hydroxykyselin jsou po cela staleti vyuzivany jako aktivni
slozky koznich 1é¢iv a kosmetickych piipravkl. o-hydroxykyseliny jsou v rozsahu
od jednoduchych alifatickych sloucenin az po slozit¢ molekuly. Mnoho sloucenin z této
skupiny pochazi z pfirodnich zdroju, a proto jsou ¢asto oznacovany jako ovocné kyseliny.
Naptiklad kyselina mlééna je produkovana mikroorganizmem Lactobacillus a je
zodpovédna za chut a vuni zkyslého mléka; kyselina citronova se nachazi v ananasu nebo

citrusech; kyselina vinna je obsazena v hroznech révy vinné, atd. [59], [60, s. 35 — 38].

a-hydroxykyseliny, které se vyuzivaji v dermatologii a kosmetologii, jsou obvykle ziskany
chemickou syntézou. D¢li se do chemickych skupin Vv zavislosti na po¢tu zabudovanych

karboxylovych skupin (Tab. 2) [60, s. 35 — 38].

Tab. 2. Klasifikace hydroxykyselin [60, s. 36]

Déleni hydroxykyselin Nazev kyseliny
a-hydroxykyseliny
Monokarboxylové Glykolova
Mlécna
Mandlova
Dikarboxylové Jable¢na
Vinna
Trikarboxylové Citronova
B-hydroxykyseliny
Salicylova
2-hydroxy-5-oktanoyl benzoova

Mnohd hlediska mechanizmti puasobeni hydroxykyselin jsou stale jest€¢ nezndma.
Fyzikalné-chemické vlastnosti hydroxykyselin se méfi pomoci protonové disociace
V roztoku a jsou vyjadieny jako pKa. Hydroxykyseliny maji siln¢jsi kyselost, kdyz je jejich
pKa niz§i. Pokles o 1 jednotku v pK,; ptedstavuje narGst o desetindsobné sile

[60, s. 35— 38].

Hodnota pH formulaci se lisi v zavislosti na druhu hydroxykyseliny a také na jeji

koncentraci. Aby se zabranilo podrdzdéni, je potieba formulovat kosmeticky ptipravek
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s pH blizkému normélnimu rozmezi pH pokozky. To mulze byt dosazeno neutralizaci.
Nicméné védecké studie ukazuji, ze neutralni pH ptipravki obsahujici AHA kyseliny maji
velmi slaby ucinek na pokozku. Je tieba ale poznamenat, Ze za biologickou aktivitu stoji
i chemicka struktura sloucenin, a to bez ohledu na jejich kyselost. Vynikajici enantioselek-
tivita vykazuje mnoho biologickych systéml a naznacuje, ze je dllezitym parametrem
v kazdém farmakologickém ucinku, véetné farmakokinetiky, rychlosti metabolismu a také

toxicity [60, s. 35 — 38].

Vétsina z vySe uvedenych Gc¢inkl je zavisla na mnozstvi hydroxykyseliny. Doporucované
mnozstvi hydroxykyselin je kategorizované do tfech koncentraci. Kategorie s nizkou
koncentraci, ktera je mensi nez 4 % ucinné latky v pripravku, dale stfedni koncentrace

se aplikule v rozmezi 4 — 12 % a vysoka koncentrace pro davky vyssi nez 12 % [60, s. 38].

3.2.1.1 Kyselina mandlova

Kyselina mandlova (také kyselina fenylglykolova nebo alfa-hydroxybenzenoctova
kyselina) je aromatickou a-hydroxykyselinou se sumarnim vzorcem CgHgOs; a jeji
struktura je zndzornéna na Obr. 9. Kyselina mandlovdA ma hydroxylovou skupinu
umisténou na uhliku, ktery sousedi s karboxylovou skupinou. Je nejmensim subjektem
mezi AHA slou¢eninami [61], [62, s. 26], [63, s. 191 — 192].

@)

HO
OH

Obr. 9. Vzorec kyseliny
mandlové [63, s. 191 — 192]

Kyselina mandlové je pojmenovana po némeckém slovu mandel, které¢ oznacuje mandli

a byla objevena pfi hydrolyze amygdalinu, tj. extraktu z hotkych mandli [62, s. 26].

Jedna se o bilou krystalickou latku o vysokém bodu tani (118 °C), kterd je castecne

rozpustna ve vodé a snadno rozpustna v isopropylalkoholu a ethanolu. Jeji struktura
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ji zarucuje bakteriostatické vlastnosti. Kyselina mandlova existuje ve dvou enantiomernich

formach, které mohou mit zna¢ny vliv na farmaceutickou G¢innost [61], [62, S. 26].

Molekula kyseliny mandlové je vétsi nez molekula kyseliny glykolové, ktera je mimo jiné
také Siroce vyuzivanou a-hydroxykyselinou. Zaporny dekadicky logaritmus disociacni
konstanty (pK,) kyseliny mandlové je 3,41 pfi teploté 25 °C. I v tomto ptipadé je siln&jsi
nez kyselina glykolova, ktera ma pK, 3,83 pii 25 °C. Acidita jednotlivych AHA kyselin

se zna¢n¢ lisi, a to v zavislosti na zménach teploty [62, s. 26].

Kyselina mandlova je zdaleka nejsilnéjsi kyselina s antimikrobialnimi G¢inky mezi AHA
kyselinami, ktera se vyskytuje pfirozené v prirodé (mandle). Dale pasobi jako antiseptikum
proti celé fadé¢ mikrobialnim patogeniim, napf. proti Staphyloccocus aureus, E. coli,
Proteus sp., Aerobacter sp., atd. [62, s. 26], [64].

Jak jiz bylo zminéno vySe, kyselina mandlova mé vétsi molekulu nez kyselina glykolova,
coz ma za nasledek jeji lepsi toleranci ke kizi. Pfestoze je kyselina mandlova ve skutec-

nosti silngjsi nez glykolova, je méné drazdiva a dobie snasena i citlivou pokozkou [65].

Mimo antimikrobidlni vlastnosti mé kyselina mandlova celou fadu dalSich pozitivnich
ucinkdl na kizi cloveéka. Jedna se predevSim o exfoliaci odumielych bunc¢k a necistot
z povrchu pokozky. Dale pak o jeji aplikaci na kazi, kdy dojde k urychleni cyklu jeji
obnovy. To zpusobi, Ze se horni vrstvy klze rychleji odstrani a tim odhali novou,
neposkozenou kuzi. Potlacuje tvorbu melaninu, ktery ma za nasledek tvorbu skvrn, pih
a nepravidelnych barevnych zmén na pleti. Naptiklad pfi klinickych studiich bylo
prokazano snizeni produkce melaninu az o 50 % pomoci aplikace 10% roztoku kyseliny
mandlové v lotionu po dobu ¢tyt tydnii. Redukuje mimické vrasky, hluboké vrasky a jizvy

po akné [66], [67].

3.2.2 Esencialni oleje

Esencialni olej je také definovan jako esence, étericky olej nebo olej tékavy. Jedna se
o komplexni smés t€kavych slozek, které jsou biosyntetizovany zivymi mikroorganizmy.
Esencialni oleje mohou byt ziskavany z ptislusné matrice pomoci parni, vodni a suché des-
tilace. V ptipadé citrusti pomoci exprese. Jejich vyskyt a funkce v pfirodé jsou stale otaz-
kou a pfedmétem pokracujicich vyzkumi. Nicméné existuji dukazy, Ze organizmy produ-
kuji éterické oleje pro jejich obranu, maji signaliza¢ni funkci, nebo jsou soucasti

jejich sekundarniho metabolismu. Esencidlni oleje, jejich frakce a izolaty jsou vyuZivany
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V potravinarském, kosmetickém, farmaceutickém primyslu a v terapii. Jsou pouzivany
v nativni nebo ve zfedéné formé. Esencialni oleje mohou obsahovat t€kavé slouceniny
terpenoidniho nebo neterpenoidniho ptivodu. Mohou existovat ve formé alkoholu, kyselin,
esterti, epoxidl, aldehydl, ketonl, aminti, sulfidi, atd. Monoterpeny, seskviterpeny
a dokonce triterpeny tvoii kompozici mnoha esencialnich oleji. Kromé uvedenych latek se
mohou vyskytovat i fenylpropanoidy, mastné kyseliny a jejich estery nebo produkty jejich
rozkladu. Vzhledem k jejich povaze kapaliny jsou oznacovany jako oleje. Nemély by byt
zamenovany S pevnymi oleji nebo mastnymi oleji, které se skladaji z ptirozené se vyskytu-
jici smési lipidi, které nemusi byt nutné volatilni. Proto se éterické oleje zcela lisi
ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech od mastnych oleji. Naptiklad naneseny étericky
olej na filtra¢ni papir se zcela odpaii, ale pevné oleje se nevypati a také zanechavaji trvalou

stopu [68, s. 43 —50], [69, s. 1 - 2].

3.2.2.1 Antimikrobialni aktivita esencidlnich olejii

Antimikrobidlni vlastnosti jsou znamy u Siroké $kaly esencidlnich oleji a v mnoha
pfipadech je tato aktivita v dusledku pfitomnosti aktivnich slozek. Jedna se piedevSim
0 isopreny, jakozto monoterpeny, seskviterpeny a souvisejici alkoholy, uhlovodiky
a fenoly [68, s. 87 — 90].

Lipofilni charakter jejich uhlovodikového skeletu a hydrofilni charakter jejich funkéni
skupiny jsou jedny z nejdilezitéjSich faktord v antimikrobialnim pusobeni esencialnich

oleji. Proto pofadi antimikrobialni aktivity bylo navrhnuto takto:
fenoly > aldehydy > ketony > alkoholy > estery > uhlovodiky [68, s. 87 — 90].

Z uvedeného poradi lze fici, ze oleje obsahujici fenolické struktury, jako jsou karvakrol

a thymol, jsou vysoce aktivni proti Sirokému spektru mikroorganizmii [68, s. 87 — 90].

Pfitomnost hydroxylové skupiny byla prokazana jako dllezitd a zd4 se, Ze relativni poloha
hydroxylové skupiny na fenolovém kruhu nema pfilisny vliv na antimikrobialni aktivitu.
Bylo prokazano, Ze karvakrol je mnohem aktivngjsi nez thymol. Kromé toho,
Ze vyznamnou roli hraje pfitomnost aromatického kruhu (nedostate¢na mikrobialni aktivita
mentolu). Nizka aktivita byla také pozorovdna u komponentil, které obsahuji pouze
aromaticky kruh s alkylovymi substituenty jako napt. u p-cymenu. Nicmén¢ piitomnost
aldehydové skupiny s konjugovanou dvojnou vazbou a dlouhym uhlovodikovym fetézcem

na aromatickém kruhu mize mit za nasledek zlepsSeni antimikrobidlni aktivity. Napiiklad
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cinnamaldehyd je vysoce u¢inny pfi inhibici rGstu nckolika kment bakterii a hub
[68, s. 87 —90].

Vysoké antimikrobialni a antifugalni vlastnosti prokazuje karvakrol, zejména jsou na n¢j
citlivé gram-pozitivni bakterie. U esencialnich oleji, které jsou bohaté na 1,8-cineol, byla
prokdzana vysokd mikrobidlni mikrobidlni  aktivita proti = gram-pozitivnim,
gram-negativnim bakteriim, véetné¢ Listeria monocytogenes, dale pak proti kvasinkdm
Candida albicans, a v neposledni fad¢ proti fytopatogennim plisnim. Aldehyd citral
zajistuje mirnou aktivitu. Ketony jako jsou pulegon, fenchon, a-thujon a kafr maji také
antimikrobialni aktivitu [68, s. 87 — 90].

Okysli¢ené monoterpeny jako jsou mentol a alifatické alkoholy (napt. linalool) maji také
proti nékolika bakteriim silnou az stfedni antimikrobialni aktivitu. Bylo prokazano,
ze poloha alkoholové funkéni skupiny ovliviiuje molekularni vlastnosti komponent jako
je kapacita vodikové vazby, a proto terpinen-4-ol jevi antimikrobialni aktivitu proti
Pseudomonas aeruginosa, zatimco u a-terpineol nebyly prokazany antimikrobidlni ucinky
[68, s. 87 —90].

Monoterpeny jako jsou napi. sabinen, terpinen a limonen maji také antimikrobialni
vlastnosti a vykazuji stfedni aZ silnou aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim
a patogennim plisnim, ale obecné maji nizsi aktivitu proti gram-negativnim bakteriim

[68, s. 87 — 90].

Mustkové bicyklické monoterpeny jako jsou a-pinen a B-pinen prokazaly znacnou
antifungélni aktivitu, nicméné nebylo prokazéano, ktery isomer pinenu je antimikrobidlné

aktivni [68, s. 87 — 90].

Podobn¢ jako esencidlni oleje, které obsahuji znacné mnozstvi seskviterpent,
jako jsou napi. 8-cadinen, (Z)-B-farnesen, y-muurolen, spathulenol, hexahydrofarnesyl

aceton a a-selinen, se vyznacuji znacnou antimikrobialni aktivitou [68, s. 87 — 90].

Hlavni sloZky esencidlnich oleji jsou obvykle zodpovédné za antimikrobidlni aktivitu,
ale existuji 1 studie, které uvadi, Ze esencialni oleje jako celek maji vyssi antimikrobidlni
aktivitu nez kombinace hlavnich izolovanych komponent. To je pravdépodobné z diivodu
pfitomnosti mensSich slozek, které jsou v synergickém vztahu s hlavnimi komponenty
a zajiStuji tak vysSSi antimikrobidlni ¢innost esencidlnich oleji. Napiiklad kombinace
citralu, vanilinu, thymolu, eugenolu nebo karvakrolu prokazaly synergicky ucinek

na inhibici rdstu Zygosaccharomyces bailii. Na druhé strané¢ u nékterych latek byl
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pozorovan antagonizmus, jednalo se pfedevSim o efekt mezi p-cymenem, tymolem

a karvakrolem (olej Lippia chevalieri) [68, s. 87 — 90].

Také bylo prokazano, Ze fyzikalni vlastnosti napi. vodného tea tree oleje v disperzi
vyrazné¢ ovliviluji antimikrobidlni aktivitu. Mohou ji sniZzovat, pfip. zvySovat

[68, s. 87 — 90].

Vzhedem k velkému poctu ruznych chemickych sloucenin pfitomnych v esencialnich
olejich je velmi pravdépodobné, Ze jejich antimikrobidlni vlastnosti nelze piicitat jednomu
konkrétnimu mechanizmu. Terpenoidy jsou lipofilni latky, které naruSuji integritu
a permeabilitu bunééné membrany. Obvyklym piiznakem poSkozeni membrany je tnik
K* iontd nasledovany odlivem cytoplazmatickych slozek. Terpinen-4-ol inhibuje
oxidativni dychani a zvySuje propustnost membrany. Antimikrobialni aktivita napf.
esencialniho oleje z oregana zahrnuje poSkozeni integrity membrany, coz ovliviiuje pH,
homeostazu a rovnovahu anorganickych iontti. Pfedpokladem je, ze karvakrol destabilizuje
cytoplazmatickou membranu a kromé toho pusobi jako vyménik protont, ¢imz dochazi
ke snizovani pH gradientu pies cytoplazmatickou membranu. Vysledkem je kolaps, ktery

vede Kk buné¢né smrti [68, s. 87 — 90], [69, s. 235].

U kvasinek hraje dileZitou roli ptevladajici sterol (ergosterol), ktery zajistuje tekutost
membrany, jeji permeabilitu a ¢innost mnoha membranoveé vazanych enzymu. Terpeny

inhibuji syntézu ergosterolti v burikach, a to vede K jejich zaniku [68, s. 87 — 90].

3.2.2.2 Skovicovy olej

Skoficovnik je stale zeleny strom dorUstajici se vySky 10 az 20 m. Existuje celd fada
riznych druhti a odrid. VSechny druhy rostou v jizni Asii. Stromy skoficovniki, které
se pestuji pro komercni vyrobu skofice, se obvykle protfezdvaji a tvoii tak nizké kefte.
Casti, které jsou vyuzivany pro tézeni skoficového oleje, jsou susena kiira, listy a vétvicky.
Skoticovy olej se ziskava parni destilaci susené kury z Cinnamonum aromaticum
s vytézkem piiblizné 0,2 %. Tato rostlina je nejCastéji péstovana na Ceilonu, ale také
na Seychelach a v Madagaskaru [70, s. 123 — 126], [71, s. 199].

Skoticova kira obsahuje vice nez 4 % t¢kavého oleje. Tanin se sklada z polymerovych
5,7,3",4"-tetrahydroxyflavan-3,4-diol jednotek, pryskyfice, sacharidi, gum, aj. Skoficovy
olej z kiry obsahuje jako hlavni slozku cinnamaldehyd (60 — 75 %), dalsi slozky zahrnuji

eugenol, eugenolacetat, cinnamylacetat, cinnamylalkohol, methyleugenol, benzaldehyd,
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linalool, monoterpeny a jiné. Cinnamaldehyd je pifitomny v olejich v trans form¢ a jeho

struktura je znazornéna na Obr. 10. Nejkvalitnéjsi jsou oleje obsahujici okolo 60 — 75 %
cinnamaldehydu a piiblizné 6 — 15 % eugenolu [70, s. 123 — 126], [71, s. 199].

H @)
X

CHs

Obr. 10. Struktura cinnamaldehydu
[72,s.118]

Skoticovy olej ma antifungalni, antivirové a antibakterialni u¢inky. Napiiklad olej ziskany
z ktry skoficovniku Vv koncentraci 0,1 % dokaze zcela potladil rist mikroorganizmi

E. coli, S. aureus a Candida albicans [70, s. 123 — 126].

Skotficovy olej se vyuziva hlavné ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském

prumyslu. Svétova produkce dosahuje az 10 tun ro¢né [70, s. 123 — 126].

3.2.2.3 Tymidanovy olej

Existuje velké mnozstvi druhti a odriid tymianu, jejichz klasifikace je velmi obtizna.
Nejbéznéji uzivanym druhem je Thymus wvulgaris. Tento druh je bézné rostouci
ve stfedomoiské oblasti (Recko, Italie). Rozséhle se péstuje ve Francii, Spanélsku,
Portugalsku, atd. Casti, které jsou pouzivané pro vyrobu tymidnového oleje, jsou susené
nebo castecné susené listy a kvéty. Olej se ziskava parni destilaci o primérném vytézku

0,8-2,6 % [70, s. 309 — 311].

Tekavy olej obsahuje vysoce proménlivé mnozstvi fenoli (20 — 80 %), monoterpeny
(51 %) a alkoholy. Nejdilezitéjsi ¢asti oleje je fenolova frakce. Hlavni fenolickou slozkou
tymianu je thymol, mens$i zastoupeni nalezi karvakrolu (Obr. 11). Dalsi slozky zahrnuji

tanin, flavonoidy, kyselinu kavovou, aj. [71, s. 213].
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H,C CH, e CHs

Obr. 11. Struktura tymolu (vlevo) a karvakrolu
(vpravo) [72, s. 133]

Tymianovy olej vykazuje antimikrobialni aktivitu, zejména vuci bakteriim a plisnim.
Tato aktivita je zpisobend ptitomnosti thymolu a karvakrolu. Thymol mize zptsobovat
mirné lokalni podrazdéni klize. Je Castou komponentou dentalnich ptipravkil, inhalantd,

spreju a lotionu [70, s. 309 — 311].

3.2.2.4 Hjiebickovy olej

Hrebickovec kofenny (Syzygium aromaticum) je stale zeleny strom, ktery dorusta vysky
cca 12 m. Tento strom pochdzi ptivodn¢ z jihovychodni Asie, v souc¢asné dob¢ je péstovan
celosvétové (Asie, Afrika, Amerika, atd.). Casti stromu, které jsou vyuzivany pro vyrobu
ptislusnych esencialnich olejt, jsou pupeny, stonky a listy. Hiebi¢kovy olej pochazejici
Z poupat nebo listl je ziskdvan vodni destilaci. Hlavnim producentem hiebi¢kového oleje
je Tanzanie, mezi dalsi producenty se fadi Indonésie, Malajsie nebo Sri Lanka. Hiebickovy
olej z pupent je povazovan za daleko cennéjsi olej nez olej pochazejici z listt, piip. stonkt
Hiebickovce kotfenného. Vynosnost t€kavého oleje z pupenu hiebicku je ptiblizné 18 %,
ze stonkt 5 % a listd 2,5 % [70, s. 130 — 132], [71, s. 199 — 200].

Hlavni slozkou zastoupenou v hiebickovém oleji je eugenol (Obr. 12). Eugenol
je zastoupen v rozmezi od 60 do 90 %. Mezi dalsi slozky tohoto oleje patii 2 — 27 %
eugenylacetatu, 5 — 12 % p-karyofylénu. Minoritn¢ je zastoupen methylsalycilat,
benzadehyd, methyleugenol a mnoho dalsich [70, s. 130 — 132].
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CH,

CHs

OH

Obr. 12. Vzorec eugenolu
[72,s.137]

Hiebickovy olej mé analgetické a mirn¢ antiseptické vlastnosti. Vykazuje Sirokou
antimikrobidlni aktivitu, zejména proti gram-pozitivnim, gram-negativnim bakteriim,
kyselinotvornym bakteriim a plisnim. Tato vysokd antimikrobni aktivita je zpiisobena

vysokym obsahem eugenolu [70, s. 130 — 132], [71, s. 199 — 200].

3.2.2.5 Citronovy olej

Citronovnik (Citrus limon) je maly strom (6 m), ptivodné péstovany v Asii. V soucasnosti
je pestovany zejména ve Spojenych statech (v Kalifornii a na Florid€), dale v Italii,
na Kypru a Guinei. Cast, ktera je vyuzivana pro t&zeni citronového oleje, je hlavné kira
ploda. Citronovy olej se ziskava studenou expresi z kiiry ovoce. Neni pfili§ stabilni.
Zisk stabilniho oleje se provadi odstranénim terpeni a seskviterpenti, a to pomoci
protiproudé extrakce. Tento olej je mnohem rozpustnéjsi ve vodnych alkoholech
a obsahuje az 70 % aldehydi, vétSinou citral. Hlavni producenti citronového oleje jsou
Spojené staty, Itdlie, Kypr a Guinea. Celosvétova produkce je 1400 tun roc¢né
[70,s. 217 — 218], [71, s. 205].

Citronovy olej obsahuje pfiblizné 90 % monoterpenii. Téchto 90 % zahrnuje 70 %
limonenu, 2 — 6 % aldehydu (citral), alkoholt (linalool, oktanol, nonanol, dekanol, aj.),
seskviterpeny, vosky a 0,41 — 0,87 % kumarinu. Struktura citralu a limonenu je znazornéna
na Obr. 13 [71, s. 205].
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CHj Ghg

H,C CH, HaC CH,

Obr. 13. Struktura citralu (vlevo) a limonenu
(vpravo) [72, s. 52]

vvvvvv

a zastava jeho charakteristickou vini a chut’. Citronovy olej ma G¢inné antimikrobialni
ucinky. Olej neni pro kizi drazdivy ani senzibilizujici. Citronovy olej je uzivany jako

vonna slozka v mydlech, detergentech, krémech, lotionech a parfémech [70, s. 217 — 218].
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni resersi na téma modifikace antimikrobni
slozky v kosmetickych gelech. To zahrnovalo charakterizaci zakladnich gelotvornych
latek, jejich vlastnosti, zplsoby pfipravy gelli a moznosti jejich vyuziti v priamyslu,
pfedevSim kosmetickém, ptehled antimikrobnich latek, které se v kosmetickych

piipravcich hojné vyuzivaji, a jejich mozné alternativy.

Dale prakticky ovéfit ucinnost antimikrobnich gelti bez pfidavku ethanolu jako Uc¢inné
slozky, tzn. nahradit ji alternativou ve formé esencidlnich oleji, roztoku kyseliny

mandlové, popf. jejich kombinaci.
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1. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie a zarizeni

Destilovana voda

Carbomer, Polygel CA, Mica a Harasta, s.r.o, Ceska republika
Karboxymethyl celuloza, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Methyl celuloza, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Kyselina mlé¢na, CHEMAPOL, Ceska republika

Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Ethanol (98 %)

Tymi4novy olej Nobilis Tilia, Ceské republika

Hiebitkovy olej Nobilis Tilia, Ceska republika

Skoticovy olej Nobilis Tilia, Ceska republika

Citronovy olej Nobilis Tilia, Ceska republika

Kyselina mandlova, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Chlorid sodny, LACH-NER s.r.0., Ceska republika

Chloramin, LACHEMA N.P., Ceska republika

Pufr ftaldlovy, pH 4

Pufr fosfatovy, pH 7

Lecitin, MOGADOR s.r.0., Ceska republika

a-histidin, PEAXHWM, Rusko

Tween 80, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Thiosiran sodny, CHEMAPOL, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, CHEMAPOL, Cesk4 republika
Gel na ruce dezinfekéni, SANYTOL, Ceska republika

Hygienicky antimikrobidlni gel, BALEA, DM, Némecko

Bézné laboratorni sklo

Laboratorni plasty (kédinky, Spi¢ky pro automatické mikropipety, zkumavky, stfi-
kacky, pasterovy pipety, aj.)

Digitalni vahy KERN 440-45N, KERN & SOHN GmbH, Némecko
Digitalni vahy EW420-3NM, KERN & SOHN GmbH, Némecko
Rotaéni viskozimetr MYR V2-L, Viscotech Hispanie, Spanélsko
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e Pocita¢ s vyhodnocovacim programem Viscosoftplus pro métfeni viskozity

e Pocita¢ s vyhodnocovacim programem StatK25 pro statistické vyhodnoceni

e pH metr ptenosny CPH 51, ELTECA, Ceska republika

e pH elektroda THETA, typ HC 103, Ceské republika

e Vpichovy pH-metr WaterProof, pH Spear, USA

e Michadlo magnetické MM4, LAVAT, Ceska republika

e Vari¢, ETA 2107, Ceska republika

e Ockovaci pomucky (plastové $picky, ocCkovaci klicky, hokejky, Petriho misky,
zkumavky, papirové disky aj.)

e Mikropipety DISCOVERY COMFORT, HTL, Polsko

e Mikropipety INTECH, MERCI, Cesk4 republika

e Vortex Heidolph REAX top, Némecko

e Denzilometr Densi-La-Meter, Emo, Némecko

e Laminarni box BIO-II-A, Telstar, Némecko

e Autoklav Wolf SANOclav, Némecko

e Autoklav Varioklav H+P Labortechnik AG, Némecko

e Chladni¢ka, Elektrolux, Ceské republika

e Trepacka Reax top Heidolph Instruments GmbH, Némecko

e Mikrobiologicky inkubator, Memmert GmbH + Co. KG, Némecko

o Stiikackové filtry o velikosti port 0,22 um, Millipore

e Injekeni jehly

e Korkovrt

e Mikrotitragni desti¢ka P, Gama Group a.s., Ceska republika

e Stopky, Insportline SW Profi Basic, Ceska republika

e Plastové kelimky

e Papirové ubrousky
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5.2 Pouzité mikroorganizmy

Antimikrobidlni ucinky pfipravenych geli byly testovany na bakteridlnich kmenech

a kvasinkach, jez byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismt (CCM) v Brné.

e Candida albicans CCM 8275

e Candica parapsilosis CCM 8276

e Escherichia coli CCM 3954

e Microccocus luteus CCM 734

e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

e Staphyloccocus aureus CCM 3953

5.3 Priprava geli

Zakladem pro tvorbu gelt je pfitomnost gelotvornych latek. V této praci byly pouZity latky
na bazi syntetickych pryskyfic a derivatti celulézy, a to carbomer, zndmy pod obchodnim
nazvem jako Polygel CA. Dale bylo pracovano s methylcelulézou a karboxymethylcelulo-
zou. Pii piipravé gelt vzdy postupovalo tak, ze do 100 ml kadinky bylo navazeno
vypoétené mnozstvi gelotvorné latky pii dané koncentraci gelotvorné latky (Tab. 3)
a navazka byla doplnéna destilovanou vodou do celkové hmotnosti 50 g. Tato smés byla
dikladné¢ promichdna a ponechana botnat po dobu 24 hodin pii laboratorni
teploté. Po této dobé doslo k nabotnani, nebo-li ke gelaci dané latky. Nasledné byly gely

podrobeny méfeni pH a viskozity.

Tab. 3. Receptury gelii s vybranymi gelotvornymi latkami pri danych koncentracich

Gelotvorna MnozZstvi
latka Koncentrace Mnozstvi gelotvorné destilované
gelotvorné latky [%6] latky [g] vody [g]
Carbomer 0,4 0,2 49,8
0,6 0,3 49,7
0,8 0,4 49,6
1,0 0,5 49,5
Methylcelul6za 0,5 0,25 4975
1,0 0,5 49,5
Karboxyme-
thylcelul6za 0,5 0,25 49,75
1,0 0,5 49,5
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5.3.1 Méreni viskozity

Meéfieni viskozity gelti bylo provadéno na rotacnim viskozimetru Viscotech MYR V2-L.
Tento viskozimetr je urCen pro méteni viskozity dle ISO 2555 a ptislusSnych norem ASTM,
které specifikuji torzi, rychlost ota¢ek a tvar méficich spindli. Viskozimetr byl propojen
s pocitacem, ve kterém byl nainstalovan specialni softwarovy program (ViscosoftPlus),
ktery umoziuje nastavit jednotlivé parametry, napt. pocet a rychlost otacek, typ spindlu, aj.

Metoda méteni na tomto viskozimetru odpovida metod¢ dle Brookfielda.

Poté, co vzdy byla provedena kalibrace pfistroje, byl kazdy vzorek umistén do 100 ml
kadinky, do niz byl ponofen pftislusny spindl. Typ spindlu byl volen vzdy v zavislosti
na predpokladané viskozité gelu (viz Tab. 4). Proto byl kazdy vzorek podroben ruznym
RPM (poctu otacek) a méfen po dobu piiblizn¢ 60 sekund tak, aby bylo vzdy dosazeno
konstantni hodnoty viskozity pii daném RPM. Byla-li hodnota to¢ivého momentu nad
horni hranici (tj. nad 50 %), byl spindl nahrazen spindlem o jiné geometrii tak, aby

se zajistilo, Ze se hodnoty to¢ivého momentu nachazi v rozmezi 10 — 50 %.

Tab. 4. Typy spindlu a jejich rozsahy pro mérenti viskozity

Typ spindlu L2 PA PB PC
Rozsah viskozity 7,8.10° —
[mPa.s] 3.10°-1,5.10* 1,6.10°-1,9.10° 3,1.10°—3,8.10° 4,0.10°
Typ spindlu PD PE PF -
Rozsah viskozity
[mPa.s] 15,6.10°—1,9.10°| 39.10%— 4,7.10° | 78.10%— 9,4.10° -

Jak jiz bylo zminéno vyse, kazdy vzorek byl méfen po dobu 60 sa kazdé 1,2 sbyly
zaznamenavany hodnoty viskozity, celkem tedy bylo vzdy zaznamenano 50 hodnot. Kazdy
vzorek byl proméien tiikrat vedle sebe. Vysledna hodnota viskozity byla vypoctena
z priméru 40 namétenych hodnot, jelikoz prvnich deset hodnot bylo zanedbéno, tzn.,

nebylo zapocitano do primeéru.

5.3.2 Méfeni pH

Pro méfeni pH vytvofenych geli byl pouzit vpichovy pH-metr (WaterProof, pH Spear)
S presnosti méteni = 0,1 pH. Pfed vlastnim méfenim byla sonda pH-metru vzdy
zkalibrovana na pufry o pH 4 a 7. Poté byla sonda vlozena do vytvoren¢ho gelu a byla
odectena hodnota pH z displeje pfistroje. Jednotlivd méteni byla provadéna vzdy tiikrat

vedle sebe, a to vzdy pii laboratorni teploté.
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5.3.3 Potenciometricka titrace

Potenciometricka titrace je jedna z nejrozsifenéjSich elektrochemickych metod kvantitativ-
niho stanoveni latek. V potenciometrické odmérné analyze je dosazeni bodu ekvivalence

zjiStovano na zaklad¢ méteni pH roztoku.

Pro tucely naseho stanoveni byla provedena alkalimetricka titrace, kdy odmérnym
roztokem byl alkalicky hydroxid s potenciometrickou indikaci a sledovanou veli¢inou bylo
pH roztoku, tedy veli¢ina umérnd potencidlu indikacni sklenéné elektrody. Méfeni bylo
provadéno na pH-metru (CPH 51, ELTECA), jehoZ stupnice byla cejchovana v jednotkach
pH.

Pted samotnym meéfenim byla provedend kalibrace pH-metru pomoci pufrii se zndmou
hodnotou pH. Jednalo se o roztoky ftalatového a fosfatového pufru. Kalibrace byla
provedena tak, Zze do kadinek byly nality piislusné pufry, a to v takovém mnozstvi, aby
byla elektroda dostate¢né ponotfend. Nejdiive byl pfistroj kalibrovan ftaldtovym pufrem
o hodnot¢ pH = 4,00. V pfipadé, Ze naméfend hodnota pH neodpovidala hodnoté
ptislusného pH pufru, byla tato upravend pomoci pfislusného kalibra¢niho Sroubu.
Nésledné byla elektroda ponotfena do kédinky obsahujici pufr fosfadtovy a piistroj byl

kalibrovan na hodnotu pH = 7,00. Po zkalibrovani pfistroje byl tento pfipraven k méfeni.

Vlastni potenciometricka titrace byla provadéna nejprve na roztoku kyseliny mlécné.
Koncentrace roztoku kyseliny musela byt ale upravena tak, aby jeho pH bylo ptiblizné
3,00. Toto bylo z divodu, aby se nastolilo pH odpovidajici pH gelu, ktery tvofil pouze

carbomer a voda.

Z potenciometrické titrace byl stanoven bod ekvivalence a mnozstvi pfidavku roztoku

hydroxidu sodného.

5.3.3.1 Potenciometrickd titrace roztoku kyseliny mlécné

Jak jiz bylo feceno vyse, pH roztoku kyseliny mlééné bylo upraveno tak, aby korespondo-
valo s pH carbomerovych geld, ¢ili pfiblizné okolo pH = 3,00. Byl tedy ptipraven 0,1%
roztok kyseliny mlé¢né, ktery byl postupné titrovan 0,1, 0,5 a 1M roztokem NaOH.

Titrace vzdy probihala tak, ze do 50 ml kadinky bylo napipetovano 20 ml roztoku kyseliny
mlécné. Do roztoku byla ponofena elektroda a bylo méfeno pH. Roztok kyseliny mlécné
byl titrovan odmérnym roztokem NaOH o pfislusné koncentraci. Roztok hydroxidu byl

postupné po 1 ml ptidavan do roztoku kyseliny mlécné. Po kazdém piidavku odmérného
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roztoku hydroxidu byla odecitana hodnota pH z displeje pH-metru. Titrace byla ukoncena

po ptridavku 7 ml odmérného roztoku NaOH.

Druha a tieti titrace byla provedena stejnym zptuisobem, pouze v oblasti bodu ekvivalence
se piidavky odmérného roztoku snizili na ptidavek 0,1 ml. V ptipad¢ koncentrovanéjsSich
roztokd NaOH (0,5 a 1M) byly ptidavky snizeny dokonce na ptidavek 0,05 ml. Po kazdém
pridavku roztoku hydroxidu do roztoku kyseliny mlééné byly hodnoty zaznamenavany
do tabulky a nasledn¢ z nich byly sestrojeny titra¢ni kiivky (zavislost pH na objemu

titra¢niho ¢inidla).

5.3.3.2 Potenciometricka titrace roztoku carbomeru

Pro tuto titraci byly pfipraveny 0,01 a 0,1% roztoky carbomeru s destilovanou vodou
(viz kap. 5.3). Takto pfipravené roztoky byly titrovany pomoci 0,01 a 0,05M roztoki
NaOH (viz kap. 5.3.3.1).

Kazda titrace byla provedena 0,05M roztokem NaOH do 0,01% roztoku carbomeru
Vv destilované vodé¢ ttikrat vedle sebe. Pro pfesné vyhodnoceni analyzy byla pouzita klasic-
ka metoda, kterd vychézi z kiivky druhé derivace. Ze spotieby titraéniho ¢inidla v bodé

ekvivalence byl vypocitan obsah NaOH v ml v ptivodnim vzorku.

5.3.4 Priprava gelu s etanolem

Ptiprava gelti s ethanolem zahrnovala obdobny postup jako pfi tvorbé geli bez dalSich
pridavnych latek. Rozdil byl vSak v rdmcovém sloZeni receptury. Byly tedy pfipraveny
gely o koncentraci 0,1, 0,2 a 0,4 hm.% carbomeru, a to tak, ze do 100 ml kadinky bylo
navazeno pfislusné mnozstvi carbomeru, které bylo nasledné doplnéno piisluSnym
mnozstvim destilované vody, a po 24 hodinovém nabotnédni bylo ptidano 31,25 g ethanolu.
Po ptidavku ethanolu byly gely duikladné promichany a poté byly zneutralizovany
1M roztokem NaOH (Tab. 8) tak, aby se jejich pH pohybovalo okolo 6 a jejich viskozita
odpovidala viskozit¢ uréené. Vzorky gell o rizném obsahu carbomeru byly vzdy

pfipraveny paralelné vedle sebe.

Ramcova sloZeni geld s riznym obsahem carbomeru a ethanolem uvadi Tab. 5 —7.
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Tab. 5. Antimikrobialni gel s obsahem 0,1 hm.% carbomeru

SloZeni antimikrobialniho gelu

Obsah slozky [hm.%]

Hmotnost sloZKy [g]

Carbomer 0,1 0,1
Ethanol (98%) 30,0 31,25
Destilovana voda 69,9 68,65

Tab. 6. Antimikrobidlni gel s obsahem 0,2 hm.% carbomeru

SloZeni antimikrobialniho gelu

Obsah slozky [hm.%]

Hmotnost sloZky [g]

Carbomer 0,2 0,2
Ethanol (98%) 30,0 31,25
Destilovana voda 69,8 68,55

Tab. 7. Antimikrobialni gel s obsahem 0,4 hm.% carbomeru

SloZeni antimikrobialniho gelu

Obsah slozky [hm.%]

Hmotnost sloZky [g]

Carbomer 0,4 0,4
Ethanol (98%) 30,0 31,25
Destilovana voda 69,6 68,35

Tab. 8. Pridavky IM hydroxidu sodného do gelit o prislusném obsahu carbomeru

Obsah carbomeru [hm. %]

MnoZstvi pridavku 1M roztoku NaOH [ml]

0,1 0,45
0,2 0,9
0,4 1,8

5.3.5 Priprava geli s esencialnimi oleji

Ptiprava gell s obsahem esencialnich olejui probihala obdobné jako vyse uvedené.

Pro jejich ptipravu bylo tedy vzdy navazeno 0,1 hm.% carbomeru do 50 ml kadinky

a pridano vypoctené mnozstvi destilované vody (Tab. 9). Takto ptipravené roztoky

carbomeru a vody byly ponechany 24 hod. v klidu, aby doslo k nabotnani carbomeru.

Nasledné bylo do gelt pfidano 0,5 hmot.% esencialniho oleje. Po dikladném zamichani

vSech slozek byl gel zneutralizovan 0,23 ml 1M NaOH. Po ptidavku roztoku hydroxidu byl

gel opét intenzivné promichavan tak, aby doslo k dokonalému zapracovani vSech slozek.

Pro kazdy druh esencialniho oleje byly ptipraveny vzdy dva vzorky. Jednalo se o esencial-
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ni oleje z firmy Nobilis Tilia, konkrétné o hiebickovy, tymianovy, skoficovy a citronovy

olej.

Tab. 9. Antimikrobidlni gel s pridavkem esencidlnich olejii

SloZeni antimikrobialniho gelu| Obsah slozky [hm.%] Hmotnost sloZky [g]
Carbomer 0,1 0,05
Esencialni olej 0,5 0,25
Destilovana voda 99,4 49,7

5.3.6 Priprava gelu s kyselinou mandlovou

Pro ptipravu gelu s obsahem kyseliny mandlové bylo nutné ptipravit sérii geli o riznych
koncentracich carbomeru, kyseliny mandlové a hydroxidu sodného. V zasadé se postup
ptipravy gell nijak nelisil od pfipravy gelt uvedené vyse. Do 50 ml kadinky tedy bylo
navazeno prislusné mnozstvi carbomeru, pfidana destilovana voda a gel byl ponechan
24 hodin k jeho nabotnani. Poté nasledovala uprava pH roztoku kyseliny mandlové o dané
koncentraci na pH = 3,5 pomoci 1M roztoku NaOH. Takto upraveny roztok kyseliny byl
pfidan do nabotnalého carbomeru a vSe bylo intenzivné promichavano. Po dikladném
promichani byl gel zneutralizovan 1M roztokem NaOH tak, aby se jejich pH pohybovalo
okolo 6 a jejich viskozita odpovidala viskozité¢ urcené. Pro kazdy gel, resp. koncentraci
a hmotnostnim zastoupeni kyseliny mandlové byly pfidavky neutrdlizatoru rozdilné.

Ramcova sloZeni téchto gelt jsou uvedeny v kap. 6.2, konkrétné v Tab. 26.

5.3.7 Priprava smésnych gela

Pod pojmem smésny gel je mozno si predstavit gel s obsahem jak roztoku kyseliny
mandlové, tak esenciadlnich oleji. Pfiprava téchto geli byla opét velmi podobna.
Bylo navazeno 0,25 g carbomeru do 50 ml kadinky a dovazeno 48 g destilované vody.
Tento roztok byl ponechan po dobu 24 hodin botnat. Poté byl do jiné kadinky navéazen
roztok kyseliny mandlové o pfislusné koncentraci v mnozstvi 1,5 g, jez zaujimalo 3 hm. %
celkového gelu. Poté bylo jeho pH upraveno pomoci 1M roztoku NaOH na vysledné
pH = 3,5. Po upravé pH byl roztok kvantitativné pfeveden do kadinky s gelem, k némuz
byl dovaZzen v mnozZstvi 0,25 g pfisluSny esencialni olej. Po smichadni latek nasledovala

neutralizace gel 1M NaOH v mnozstvi uvedeném v Tab. 10 — 11.
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Tab. 10. Receptury antimikrobidalnich gelu s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

a esencidalnich olejii

Koncentrace

Obsah roztoku Druh Mnozstvi pridavku

carbomeru kyseliny mandlové | esencialniho | 1M roztoku NaOH
Vzorek [hm.%] [%0] oleje [ml]
l. 0,5 10 Tymidnovy 2,0
. 0,5 10 Hriebickovy 2,0
1. 0,5 10 Skofticovy 2,1
V. 0,5 10 Citronovy 2,0
V. 0,5 10 Tymidnovy 1,5
VI. 0,5 10 Hriebickovy 1,5
VII. 0,5 10 Skofticovy 15
VIII. 0,5 10 Citronovy 1,5

Pozn.: Vzdy bylo pracovano s 3 hm.% roztoku kyseliny mandlové

Tab. 11. Receptury antimikrobialnich gelii s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

a esencialnich oleju

Koncentrace
Obsah roztoku Druh Mnozstvi pridavku
carbomeru kyseliny mandlové | esencialniho | 1M roztoku NaOH
Vzorek [hm.%] [%0] oleje [ml]
A 0,5 15 Tymidnovy 2,5
B 0,5 15 Hiebickovy 2,5
C 0,5 15 Skoficovy 2,5
D 0,5 15 Citronovy 2,0
E 0,5 15 Tymidnovy 2,0
F 0,5 15 Hriebickovy 2,0
G 0,5 15 Skoficovy 2,0
H 0,5 15 Citronovy 2,0

Pozn.: Vzdy bylo pracovano s 3 hm.% roztoku kyseliny mandlové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

5.3.8 Priprava zZivnych médii

Pro stanoveni antimikrobni uc¢innosti vyrobenych gelii bylo nezbytné pfipravit fadu
zivnych pid, a to predevsim podle typu mikroorganismi, které mély byt pro testovani

pouzity.

5.3.8.1 Nutrient agar

Pro kultivaci mikroorganizmu tj. Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas
aeruginosa a Microccocus luteus byly pfipraveny pevné pudy typu Nutrient agar (NA).
Jednd se o agary, které obsahuji slozky uvedené v Tab. 12. Pfiprava agaru spocivala
V navazce 28 g praskové pudy do zasobni lahve, ktera byla nasledné rozpusténa v 1 litru
destilované vody. Dale byl tento agar sterilizovan v autoklavu pii teploté¢ 121 °C po dobu
15 minut. Po sterilizaci se nechaly zasobni lahve mirné zchladit na vzduchu a takto
pfipravena Zivna puda byla vylita do sterilnich plastovych Petriho misek. Po ztuhnuti agaru
v miskach na n&j byly ockovany piislusné mikroorganismy. Ockovani bylo provedeno
Vv aseptickém prostiedi Vv laminarnim boxu pomoci bakteriologické klicky z kapky
pivodniho kmenu mikroorganizmu. Prubézné sterilizovanou klickou byl substrat

rozockovany.

Tab. 12. Slozeni Nutrient agaru

SloZeni Zivné pudy

Hmotnost slozky [g/l]

Pepton A 5,00
Chlorid sodny 5,00
Hovézi extrakt 1,50

Kvasni¢ny extrakt 1,50
Agar 15,00

5.3.8.2 Sabouraud Chloramphenicol agar

Saboraudiiv agar slouzil také pro kultivaci mikroorganizmi, nikoliv vSak pro bakterie,
ale pro kvasinky. Jedna se o specialni plidu pouzivajici se pro kvasinkové mikroorganizmy.

Standardni slozeni agaru je uvedeno v Tab. 13.
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Tab. 13. Slozeni Sabouraud Chloramphenicol agaru

SloZeni Zivné pudy Hmotnost slozky [g/I]
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,00
Masovy pepton 5,00
Dextrosa 40,00
Chloramfenikol 0,05
Agar 15,00

Sabourauduv agar byl pfipraven tak, ze bylo navazeno 65 g agarového prasku, toto bylo
nasledné rozpusténo v 1 litru destilované vody a sterilizovano v autokldvu pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut. Dalsi postup korespondoval s postupem, ktery je uveden
v kap. 5.3.4.1. Ockovani mikroorganismii bylo provadéno kvasinkovym substratem

obsahujicim kvasinky Candida albicans a Candida parapsilosis.

5.3.8.3 Nutrient broth

Zivna pida Nutrient broth (NB) slouzi pro piipravu tekutych pid. Slozeni NB je uvedeno
v Tab. 14. Pida byla pfipravena tak, ze bylo navazeno 13 g prasku do zasobni lahve,
jez byl rozpustén v 1 litru destilované vody a sterilizovan v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C
po dobu 15 minut. Po sterilizaci byl bujon rozpipetovan do sterilnich zkumavek a ulozen
do chladnicky. Bujony slouzZily zejména pro pomnoZzeni bakterii pro ucely dalSich

mikrobialnich stanoveni.

Tab. 14. Slozeni Nutrient brothu

SloZeni bujéonu Hmotnost slozky [g/l]
Pepton A 5,00
Chlorid sodny 5,00
Hovézi extrakt 1,50
Kvasni¢ny extrakt 1,50

5.3.8.4 Miieller-Hinton agar

Tento typ pudy se bézn€ pouziva na testovani mikrobidlniho riistu mikroorganizmd.
Miieller-Hinton agar (MHA) byl piipraven tak, Ze bylo navazeno 38 g, rozpusténo v 1 |
destilované vody a sterilizovano pfi teploté 121°C po dobu 21 minut. Po sterilizaci byly

tekuté agary rozlity na sterilni Petriho misky. Slozeni agaru je v Tab. 15.
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Tab. 15. Slozeni Miieller-Hinton agaru

SloZeni Zivné pudy Hmotnost slozKy [g/1]
Hovézi masova infuze 300,00
Kysely hydrolyzat kaseinu 17,50
Skrob 1,50
Agar 17,00

5.3.8.5 Tryptonovy sojovy bujon

Trypton sojovy bujon (TSB) slouzi pro zkusebni metodu hygienické dezinfekce rukou.
SloZeni tohoto média je uvedend v CSN EN 1500. P¥iprava bujonu zahrnovala navézeni
jednotlivych slozek (Tab. 16) do zasobni lahve, poté rozpusténi v 1 | destilované vody.

Nasledovala sterilizace v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Tab. 16. Slozeni tryptonového séjového bujonu

SloZeni bujonu Hmotnost slozky [g/l]
Trypton, pankreaticky natraveny kasein 15,0
Sojovy pepton, papainem natrdvend s6jova mouka 5,0
Chlorid sodny 5,0

5.3.8.6 Tryptonovy sdjovy agar

Tryptonovy sojovy agar (TSA) slouzil také pro zkuSebni metodu hygienické dezinfekce
rukou, konkrétn€ pro stanoveni celkového poctu zivych mikroorganizmii pfed a po aplikaci

piipravenych antimikrobialnich geli.

Ptiprava TSA probihala tak, ze bylo navazeno 40 g této pudy do infuzni ldhve a rozpusténo
v 1 | destilované vody. Opét probihala sterilizace v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu
15 minut. Po sterilizaci byly tekuté agary opét vylity na Petriho misky, kde ztuhly a byly
tak pfipraveny pro zku$ebni metodu dle CSN EN 1500. SloZeni agaru je znazornéno
v Tab. 17.

Tab. 17. Slozeni TSA

SloZeni Zivné pudy Hmotnost slozky [g/l]
Trypton, pankreaticky natraveny kasein 15,0
Sojovy pepton, papainem natrdvend s6jova mouka 5,0
Chlorid sodny 50
Agar 15,00
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5.3.9 Diskova difiizni metoda

Pro diskovou difuzni metodu (DDM) byly pouzity cisté kultury mikroorganizmi
Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Microccocus luteus,
Candida albicans a Candida parapsilosis. Z Petriho misek byly do zkumavek
S pfipravenymi bujony (Nutrient broth) naockovany kultury téchto mikroorganismu.
Nasledné byly takto piipravené zkumavky umistény na tfepacku, kde byly mirné
protiepavany po dobu 24 hodin pii teploté 22 °C. Po uplynuti piedepsané doby byly tyto
bakterialni suspenze z duvodt vysoké hustoty inokula ziedény fyziologickym roztokem
na vyslednou hodnotu 0,5 podle McFarlandovy stupnice (McF). Tato hodnota zakalu byla
zvolena z divodd souvislého nartistu mikroorganizmii. Takto pfipravena inokula bakterii
byla za aseptickych podminek naockovana v mnozstvi 100 pl na Petriho misky
s Miieller-Hinton agarem, nasledné byla rozetfena pomoci sterilni hokejky. Po zaschnuti
inokula byly na agar umistény standardni papirové disky o priméru 5 mm. Sestava disku

na 1 Petriho misce byla maximaln¢ 6 diskt/miska.

Dale byly ptipraveny vzorky kyseliny mandlové v koncentracich 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 a 45%. Nejdiive byl ptipraven zasobni roztok 45% roztoku kyseliny mandlové, a to tak,
ze bylo do kadinky navazeno 22,5 g kyseliny, kterd byla rozpusténa v malém mnozZstvi
destilované vody. Tento roztok byl umistén na vafic a za mirného varu byl michan
a pomalu rozpustén. Nasledné¢ byl rozpusStény roztok kyseliny mandlové kvantitativné
preveden do 50 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Poté bylo
z této banky odpipetovano vypocitané mnozstvi (Tab. 18), jeZ bylo pfevedeno do 5 ml

odmérné banky a doplnéné destilovanou vodou po rysku.

Tab. 18. Koncentrace roztoki kyseliny mandlové

Koncentrace roztoku Kyseliny mandlové [%6] Pipetovany objem [ml]
5 0,6
10 1,1
15 1,6
20 2,2
25 2,7
30 3,3
35 3,9
40 4,4
45 5,0
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Vzorky antimikrobialnich latek pro stanoveni, zejména roztoky kyseliny mandlové byly
nejdiive prefiltrovany pies sterilni filtr o velikosti port 0,22 um do sterilnich zkumavek.
Poté byly tyto latky nanaSeny na jednotlivé disky v mnozstvi 5 ul, dale byla na misku
napipetovana destilovana voda, ktera slouzila jako kontrola. Takto pfipravené misky byly
kultivovany v termostatu dle pozadavki piislusnych mikroorganizmu (E. coli 37 °C/24h,
S. aureus 37 °C/24h, M. luteus 37 °C/48h, P. aeruginosa 30 °C/24h a kvasinky
pii pokojové teploté po dobu 48 hodin). Po stanovené dobé kultivace byl méfen okolo
kazdého disku primér inhibi¢nich zon. Samotna velikost inhibi¢ni zony byla vypocitana
dle nasledujiciho vzorce:

@ inhibitni zony—0 disku (2)
2

Velikost inhib.zony =

5.3.10 Jamkova difuzni metoda

Pro tuto metodu byla pfipravena bakterialni suspenze stejnym zplsobem, jak je uvedeno

v predeslé kapitole, tj. kap. 5.3.9.

Samotné testovani bylo provedeno tak, ze do Sesti sterilnich zkumavek bylo napipetovano
inokulum bakterii, sestavajici se z fyziologického roztoku a piisluSnych mikroorganizmii
s hodnotou zékalu 0,5 a 0,1 McF. Inokula byla na Petriho misku pipetovana v mnozstvi
1000 pl a nasledné byla prelita Miieller-Hinton agarem. Krouzivym pohybem misky byla
inokulem pokryta cela plocha agaru. Pfi dalSich experimentech bylo toto pielévani
nahrazeno hokejkovanim, tzn., ze na pfipraveny agar bylo napipetovano 100 pl inokula,
které bylo rozetfeno po plose agaru. Tento zpusob aplikace inokula byl efektivnéjsi
pro nasledné odecitani inhibi¢nich zon. Déle byly do suchého agaru pomoci korkovrtu
vyhloubeny jamky o priméru 5 mm. Do téchto jamek bylo pipetovano piiblizné¢ 300 pl
gelu s aktivnimi latkami tak, aby jeho mnozstvi bylo v roviné s agarem. Do kontrolni
jamky byla pipetovana destilovand voda, kterd slouZila jako negativni kontrola. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit vyrobeny gel s 30 % ethanolu a déale komeréni vzorky
dezinfekénich gelii se 45 a 60 % ethanolu. Jednalo se o hygienicky antimikrobidlni gel
Balea DM (100 g produktu obsahovalo 45 g ethanolu) a gel na ruce dezinfek¢ni
SANYTOL (6.10° g/kg ethanolu). Dale byl pouzit i samotny 96% ethanol. Viechny
stanovované gely byly stanovovany paralelné vedle sebe. Takto pfipravené Petriho misky
byly po pifedepsanou dobu umistény do termostatu o teploté potfebné pro kultivaci

jednotlivych mikroorganizmi. Po kultivaci byly odeéteny inhibi¢ni zony.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

5.3.11 Dopliikova metoda

Pro dopliikkovou metodu byla opét zPetriho misek naoCkovana Cistd kultura
mikroorganizmi (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, M. luteus, C. albicans, C. parapsilosis)
do zkumavek s ptipravenymi bujony (NB). Nasledn¢ byly tyto zkumavky umistény
na tiepacku, kde byly pfi teploté 22 °C a po dobu 24 hod. mirné protiepavany. Po uplynulé
dobé byla tato bakteridlni suspenze fedéna fyziologickym roztokem na vyslednou hodnotu
zakalu 0,5 McF. Poté bylo 20 pl takto ptipraveného inokula mikroorganizmi napipetovano
do sterilni mikrotitraéni desti¢ky. Nasledné¢ bylo do kazdé jamky ptidano 200 pl
testovaného gelu. Celkem bylo tedy zaplnéno 54 jamek z 96, pficemz 6 jamek bylo
kontrolnich, tzn. ze v nich bylo 20 pul inokula a 200 pl destilované vody. Kultivace takto
ptipravené mikrotitraéni desticky probihala po dobu 1 hodiny a pii teplot¢ 30 °C.
Poté bylo z jednotlivych jamek odebirano 100 pul suspenze a pipetovano na sterilni Petriho
misky s Nutrient agarem. Z kazdé jamky bylo tedy odebrano 2 x 100 pl suspenze pro dvoji
stanoveni. Po naneseni suspenze na agar byla suspenze rozhokejkovana. Takto pfipravené
Petriho misky byly kultivovany v termostatu opét dle pozadavkt na kultivaci piislusnych
mikroorganizmu (E. coli 37 °C/24h, S. aureus 37 °C/24h, M. luteus 37 °C/48h,
P. aeruginosa 30 °C/24h a kvasinky pii pokojové teploté po dobu 48 hodin).

5.3.12 ZkuSebni metoda dle CSN EN 1500

Pro tuto metodu byly zvoleny &tyfi gely s aktivnimi latkami, tj. kyselinou mandlovou
a esencialnimi oleji, které vykazovaly nejlepsi vysledky ptedeslych mikrobiologickych
zkousek. Dale bylo pfihlizeno na pH gelu, které odpovidalo pH kize (5,5 — 6,5),
a v neposledni fadé i na viskozitu vytvorenych gelt (5000 — 15000 mPa.s). Vybrané gely
a jejich slozeni je znazornéno v Tab. 19. Jako srovnavaci vzorek byly pouzity komer¢ni

dezinfek¢ni gely s aktivni latkou ethanolem.

Tab. 19. Vybrané smésné gely pro testovani dle CSN EN 1500

Koncentrace
Obsah kyseliny pH Naméiena
carbomeru mandlové | pFipraveného | viskozita
Vzorek | [hm.%] | Esencialni olej [%6] gelu [mPa.s]

1 0,5 Tymianovy 10 6,50 6406 + 11
2 0,5 Hriebickovy 10 6,04 12833 + 16

3 0,5 Skoticovy 10 5,77 8243 + 29

4 0,5 Citronovy 15 5,67 6328 + 26

Pozn.: Vzdy bylo pracovano s 3 hm.% roztoku kyseliny mandlové
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5.3.12.1 Piiprava neutralizdtoru

Neutralizator slouzil pro zjisténi koncové hodnoty antimikrobniho Uc¢inku pfi zkousce
antimikrobiadlnich geld. Slozeni neutralizdtoru bylo uzplisobeno chemickému slozeni
antimikrobialnich latek gela. Mezi aktivni latky neutralizatoru patiil Tween 80, ktery
neutralizoval alkoholy, amfotermni slouceniny a fenolické latky, dale Lecitin,
jez neutralizoval to samé. L-histidin plsobil neutralizacné na aldehydy, thiosiran sodny
na kyslikaté slouceniny a jako posledni dihydrogenfosfore¢nan draselny. Tyto latky byly
navazeny do zasobni ldhve a doplnény destilovanou vodou na celkovy objem 200 ml.
Jednotlivé navazky jsou znazornéné v Tab. 20. Poté byl neutralizator sterilizovan pii

teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut.

Tab. 20. Slozeni neutralizatoru

SloZeni neutralizatoru Hmotnost sloZek [g]
Tween 80 6,0
Lecitin 0,6
L-histidin 0,2
Thiosiran sodny 1,0
Dihydrogenfosforecnan draselny 6,8

5.3.12.2 Piiprava pro hygienickou dezinfekci rukou

Ruce probandd byly otirany o dno Petriho misky, ktera obsahovala 10 ml TSB bez
neutralizadtoru. Otirani rukou probihalo po dobu 60 sekund. Cilem bylo uvolnéni
mikroorganizmi pied plsobenim zkouSeného gelu. Z této tekutiny bylo odebrano
za aseptickych podminek 100 pl a pfeneseno na piedem piipravené plotny a TSA agarem.
Nasledovalo rozhokejkovani tekutiny po povrchu agaru. Nasledné byly tyto misky
umistény do termostatu o teploté 37 °C/24 hod.

5.3.12.3 Hygienickd dezinfekce rukou se zkouSenym gelem

Bezprostiedné po odebrani vzorkl pro pfipravu hygienické dezinfekce ruku, tj. pro zjisténi
pocatecnich hodnot mikroorganizmi a bez rekontaminace rukou, bylo probandim
naneseno mnozstvi 3 ml zkouseného gelu. Hygienick4 dezinfekce rukou byla provedena
dle standardniho postupu, uvedeného Vv ptiloze P I. To zahrnovalo pét tahi dozadu
a dopfedu dlanémi k sobé, pravou dlani pfes levy hibet a levou dlani pfes pravy hibet

S propletenymi prsty, sevfit zadni strany prstli do protilehlé dlané, otd€enim mnout pravy
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palec v sevieni levé dlané a levy palec sevieny v pravé dlani, otaenim mnout seviené
prsty pravé ruky v dlani levé ruky a levé ruky v dlani pravé ruky. Tento postup se opakoval

tak dlouho, dokud celkovy Cas vtirani nedosahl 60 sekund.

5.3.12.4 Hodnoty mikroorganizmii po hygienické dezinfekci rukou

Ihned po hygienické dezinfekci rukou byly konce prsti, vcetné palce, otirany 60 sekund
0 dno Petriho misky obsahujici 10 ml ptidy TSB s 10 ml neutralizatoru. Poté bylo odebrano
100 ul pady a pteneseno na TSA agar. Tekutina byla rozhokejkovana a spolu s piedeslymi
Petriho miskami byla inkubovana pii teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti
stanovené kultivacni doby byl zhodnocen nartist mikroorganizmi na plotné a srovnan

s plotnou s pocate¢nimi hodnotami konkrétniho probanda.

5.3.13 Senzoricka analyza antibakterialnich geld

Pro senzorické hodnoceni antimikrobidlnich gell byly vybrany ctyfi gely s pfidavkem
esencidlnich oleju a kyseliny mandlové (Tab. 19) a dale komeréni antimikrobialni gel
sucinnou latkou ethanolem (SANYTOL, 60 % ethanolu). Byla pfipravena sada
antimikrobialnich geld, které byly oznaceny pismeny A, B, C, D, E o objemu 5 ml.
Tyto vzorky byly pfedloZeny 12-ti hodnotitelim, ktefi méli za kol zhodnotit jednotlivé

znaky predlozenych vzorkl gelt dle pfislusného zadani (ptiloha P I1).

5.3.13.1 Senzorické hodnoceni s pouZitim stupnic

Samotné hodnoceni s pouzitim stupnic vypadalo tak, ze posuzovatelim byl ptedan
protokol, kde byly uvedeny senzorické znaky, které byly u vzorkii hodnoceny. K tomu
obdrzeli stupnice, dle kterych byl vzorek zafazovan. Ke stupnicim hodnotitelé obdrzeli
I definici jednotlivych stupiii u pfislusnych senzorickych znakid. Po obdrzeni vzorku je
posuzovatelé posoudili a v souladu se stupnici zapsali sva hodnoceni (zpravidla pomoci
Cisla stupné, ktery vzorku ptisoudili). Toto bylo provedeno u kazdého hodnoceného znaku
a vzorku. Pro hodnoceni konzistence a roztiratelnosti byly v jednotlivych kéjich ptipraveny
sklicka a sklenéné tyCinky. Pro vstiebatelnost geli bylo hodnotiteliim doporuceno rozetreni
malého mnoZstvi senzorovaného gelu na voldrni stranu zapésti a jeho ponechani na ném

po dobu 1 minuty.

Pomoci 5-ti bodové ordinalni hédonické stupnice 2. druhu byly hodnoceny vzhled a barva
geld, dale viing€, konzistence, roztiratelnost a jejich vstiebatelnost. Vysledné hodnoty byly

vyhodnoceny pomoci programu StatK25, konkrétné pomoci Kruskal-Wallisového testu.
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Tento test ma za cil stanovit, zda jsou vSechny vzorky stejné, nebo alespon jeden ze vzorkt
je odlisny od jinych. Hladina vyznamnosti byla 5 %, tj. bylo otestovano, které vzorky se

od sebe lisi.

5.3.13.2 Poiadova zkouska

Potadova zkouska spocivala v tom, Ze posuzovatel obdrzel v ndhodném potadi skupinu
vzorkll a jeho ukolem bylo sefadit vzorky dle vlastnich preferenci. Ptiprava vzorkl byla
provedena korektné tak, aby posuzovatelé neméli moznost vyvozovat zavéry o vlastnos-
tech vzorkli ze zpuasobu, jakym jsou predlozeny. Zpravidla bylo doporucovano,
aby na jedno misto v pofadi byl ptifazen pouze jeden vzorek, tzv. nucend volba. Vysledky
posuzovateli byly zaznamenany do pfedem piipravenych dotaznikid (viz P Il). Poradova
zkouSka byla vyhodnocovana pomoci Friedmanova testu v programu StatK25. Byla
porovnavdna primérnd potadi pro vSechny proménné, jelikoz je tento test zalozen
na potadi hodnot a jeho zakladni ideou je fakt, Ze pokud neni rozdil mezi vybéry, pak neni

rozdil mezi praimérnymi potadimi.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pted vlastnim méfenim byla provedend série pre-experimenti, kde byly testovany riizné
gelotvorné latky. Jednalo se o latky na bazi derivatt celulozy, tj. karboxymethylceluloza,
methylceluldza, a dale na bazi syntetickych pryskytic (carbomer). Tento pre-experiment
zahrnoval ptipravu gelii o riznych koncentracich na bazi vyse zminénych latek. U takto
ptipravenych gelti bylo zjistovano jejich pH a viskozita. Jednotlivé koncentrace a navazky
jsou uvedeny v Tab. 3.

vvvvvv

kritérii. Proto i pro dalsi praci byl vybran carbomer, tj. latka na bazi syntetické pryskyfice,
jelikoz pti jeho rizném obsahu ve smési byla viskozita vzniklého gelu daleko vyssi, nez
tomu bylo u methylcelulozy a karboxymethylceluldzy. Jednotlivé hodnoty viskozit a pH

u piislusnych obsaht gelotvornych latek v gelech jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21. Namérené hodnoty pH a viskozity gelii s obsahem riznych gelotvornych latek

Naméiena
Obsah gelotvorné | pH vyrobeného viskozita
Gelotvorna latka latky [hm.%] gelu [mPa.s]
Carbomer 0,4 3,02 1636 + 8
0,6 2,98 2979 + 18
0,8 2,89 7364 + 14
1,0 2,80 9238 + 30
Methylcelul6za 0,5 6,58 -
1,0 6,30 38+1
Karboxymethylceluldza 0,5 6,59 34+1
1,0 6,37 156 + 6

U vSech vyrobenych gelt byla nutné uprava jejich pH pomoci roztoku hydroxidu sodného.
Proto byla nezbytné provést potenciometrickou titraci, ze které by bylo mozné urcit mnoz-
stvi pfidavku roztoku hydroxidu sodného. Nejprve byla tedy provedena potenciometricka
titrace pripraveného gelu sobsahem 0,01 % carbomeru 0,05M roztokem hydroxidu
sodného, kdy bylo zjisStovano pH gelu po jednotlivych ptidavcich roztoku NaOH.
Mnozstvi pridavku NaOH zaviselo na pH gelu, tj. za oblasti bodu ekvivalence byla titrace
ukoncena. Z vypoctu druhé derivace a spotieby titracniho ¢inidla byl sestrojen graf
(Obr. 14), ze kterého bylo mozné urcit ptesnou spotiebu 0,05M roztoku NaOH. Piepoctem
na jiny obsah carbomeru byl pak zjistén piidavek 1M roztoku NaOH, tzn. ze pro gel
s obsahem 0,4 % carbomeru byl pfidavek 1M roztoku NaOH stanoven na hodnotu 1,8 ml
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na celkové mnozstvi gelu 100 g. Tento pfidavek roztoku NaOH byl pak dale pouzit jednak

pro upravu pH vyrobenych gelu, a jednak pro tpravu jejich viskozity.

300

250

200

150

100

50

d2pH/dV?

-100

0 A ]
) 0,2 / 0,4 0,6 0,8 1
-50

-150

-200

Viaon [Ml]

Obr. 14. Krivka 2. derivace titracni krivky v okoli bodu ekvivalence

Pro vybér optimalniho obsahu gelotvorné latky, zejména z hlediska viskozity vysledného

gelu, byly ptipraveny dalsi vzorky gelt s obsahem 0,1, 0,2 a 0,4 % carbomeru. Vysledky

méfeni pH a viskozity vyrobenych gelt jsou uvedeny v Tab. 22.

Tab. 22. Hodnoty méreni pH a viskozity carbomerovych gelii

MnozZstvi pridavku pH Naméiena
Obsah gelotvorné | 1M roztoku NaOH pripraveného viskozita
Vzorek | latky [hm.%] [ml] gelu [mPa.s]

l. 0,1 0,45 5,67 10698 + 79

Il. 0,1 0,45 5,65 10768 £16

l. 0,2 0,9 5,84 15450 + 41

Il. 0,2 0,9 5,85 15938 + 75

l. 0,4 1,8 5,97 39903 + 85

Il. 0,4 1,8 5,96 35119 +22

Na zékladé naméfenych vysledk (viskozity a pH) byl tedy zvolen gel s obsahem

carbomeru 0,1 % a mnozstvim pfidavku 1M roztoku NaOH 0,45 ml, jelikoz viskozita

dezinfekénich gelt z davodi jejich snadné aplikace nesmi byt piili§ vysoka. Gel s obsahem
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0,2 % carbomeru mél viskozitu podobnou vySe zminénému, ale s ohledem na dalsi
ptidavky antimikrobialnich slozek obsahujicich hydroxy skupiny, a tudiz kK moznému

riziku dal$iho zvySeni viskozity, byl nakonec zvolen 0,1% obsah carbomeru v gelu.

6.1 Vliv vybranych antimikrobnich latek na inhibici mikroorganizmu

Pied vlastnim ptidavkem antimikrobni ptisady do geld ji bylo tfeba podrobit testovani
velikosti jejich inhibi¢nich G¢inkl. Proto byly veSkeré pouzité antimikrobni piisady
testovany vici vybranym druhtim gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii
a kvasinek. Pro toto testovani byla pouzita diskova difuzni metoda, pro kterou byly
ptipraveny rizné koncentrace roztoku kyseliny mandlové (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 %) do 5 ml odmérnych ban€k. Vybrané druhy esencialnich oleji (hiebicek, skofice,
citron, tymian) byly pouzity v nefedéném stavu, ¢ili v jejich 100% koncentraci. Metoda

byla provadéna dle metodiky uvedené v kap. 5.3.9.

Diskovou difuzni metodou byla tedy prokazana inhibice rustu, a to U vétSiny testovanych

bakterialnich kment a kvasinek. Vysledky testovani jsou shrnuty v Tab. 23 — 24.

Tab. 23. Inhibicni ucinky roztokit kyseliny mandlové na vybranych bakterialnich kmenech

pomoci diskové difuzni metody

G’ bakterie G" bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \P. aeruginosa | S. aureus\ M. luteus |C. aIbicans\C. parapsilosis
C [%] Velikost inhibi¢nich zon [mm]
5 0,5 1,5 1,0 1,3 1.3 1,0
10 15 2,5 0,8 2,0 1,8 1,8
15 2,5 3,0 1,3 5,0 15 1,5
20 3,5 53 53 7,0 2,0 1,8
25 3,0 3,8 2,0 6,8 2,0 1,8
30 3,0 4,8 3,0 7,8 1.8 18
35 3,0 53 53 7,0 2,0 1,8
40 3,6 5,5 8,5 8,3 2,0 1.8
45 4,3 9,0 7,0 11,8 2,3 2,5
Kontrola - - - - - -

Pozn. — zadné inhibi¢ni zony, ¢ koncentrace kyseliny mandlové
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Tab. 24. Inhibicni ucinky esencidlnich olejii na vybranych bakteridlnich kmenech pomoci

diskové difuizni metody

G’ bakterie G bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \ P. aeruginosa | S. aureus \ M. luteus | C. aIbicanle.parapsiIosis
Druh EO Velikost inhibi¢nich zén [mm]
Citronovy - - 2,3 2,8 4,5 7,5
Hrebickovy| 5,5 2,0 53 12,8 8,8 11,8
Skoficovy 7,8 3,5 11,8 18,3 15,0 14,8
Tymianovy | 5,0 21,3 20,5 21,3 15,0 8,8

Pozn.: — zadné inhibi¢ni zény, ES esencialni olej

Na zaklad¢ vysledku z diskové diftzni metody byly tedy vybrany ucinné koncentrace
roztokl kyseliny mandlové, které byly ndsledné pouzity pro vyrobu geld s antimikrobnimi
vlastnostmi. Jednalo se konkrétné o koncentrace od 5 do 20 %. Tyto koncentrace byly
vybrany piedevsim z divodii podobnych vysledki velikosti inhibi¢nich zén, jako tomu
bylo u vyssich koncentraci kyseliny mandlové v roztoku (25 — 45 %) a hlavné i z divodu
jeji lepsi rozpustnosti ve vod¢ pii jeji nizsi koncentraci.

U esencialnich oleji se jednalo pouze o zjisténi miry antimikrobidlniho wUc€inku pro
nasledné srovnani s u€inky esencialnich oleji v gelech a posléze 1 ve smésnych gelech

spolu s kyselinou mandlovou.

6.2 Vliv pridavku antimikrobnich latek

Jak jiz bylo zminéno vyse, jako antimikrobni slozky gelti byly tedy vybrany 4 druhy

esencidlnich olej a nasledné 1 5 — 20% roztoky kyseliny mandlové ve vodé.

Jako prvni byly piipraveny gely s esencialnimi oleji, které obsahovaly 0,1 hm.%

carbomeru (viz kap. 5.3.5), a 0,5 hm.% piislusného esencialniho oleje (0,25 g).

Nejdiive bylo nutné vyzkouset, zda ma na tvorbu a stabilitu gelti vliv pofadi pfidavkua
jednotlivych slozek, hlavné esencialniho oleje a roztoku NaOH. Proto byly pfipraveny dva
vzorky geld, kdy u prvniho ptedchazel piidavek esencialniho oleje do gelii pied pridavkem
roztoku NaOH. U druhého vzorku bylo pofadi pfidavkt téchto slozek ptehozeno,
tzn. Ze nejprve byl gel zahustén roztokem NaOH a aZz poté byl pfidan esencidlni ole;.
Bohuzel u druhého postupu i po intenzivnim promichani vSech slozek doslo k separaci

esencidlniho oleje od gelu, a proto nebyl tento postup jiz dale pouzivan.
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Takze ptiprava geli s obsahem esencidlnich oleju jako antimikrobni slozky probihala vzdy
tak, ze ihned po pridavku 0,5 hm.% pfislusného esencialniho oleje do nabotnalého gelu
a po jeho intenzivnim promichani bylo u kazdého vzorku gelu zméteno pH. Dale bylo
do gelu ptidano 0,23 ml 1M roztoku NaOH, vse bylo intenzivné promichano a opét bylo
promé&ieno pH. Diky intenzivnimu mechanickému michani doslo k dokonalému rozptyleni
esencialnich oleji do gelt. Bylo ale pozorovano mirné zakaleni a zbarveni gelt do jemné
nazloutlé barvy a také byla pozorovana vyrazna ztrata charakteristickych bublin.

Po vyrobeni gelti byla u kazdého vzorku vzdy zméifena jejich viskozita (Tab. 25).

Tab. 25. Hodnoty pH a viskozity u gelii s pridavkem esencidlnich olejii

Gely pH pH gelu po tpravé Nameéiena

S esencialnimi pripraveného 1M roztokem viskozita

Vzorek oleji gelu NaOH [mPa.s]
l. Citronovy 3,52 6,15 9080 + 32
Il Citronovy 3,49 6,26 10886 + 12
l. Hiebickovy 3,72 6,37 9488 + 45
Il Hiebi¢kovy 3,48 6,42 8558 + 40
l. Skoficovy 3,67 6,21 6859 + 33

Il Skoficovy 3,65 6,04 8429 + 8
l. Tymidnovy 3,81 6,12 11070 + 40
1. Tymiénovy 3,82 6,26 8257 + 37

Gely obsahujici ve své formulaci 0,5 hm.% esencialniho oleje byly po celou dobu testova-

ni, tj. cca 60 dni, a pfi teploté laboratote (22 °C) stabilni.

Jako dalsi byly ptipraveny gely s ptfidavkem roztoku kyseliny mandlové a obsahu
carbomeru 0,1 hm. %. Koncentrace roztoku kyseliny mandlové byla stanovena na zaklad¢
vyhodnoceni diskové difuzni metody. Nejdiive bylo tedy pracovano s 20% roztokem
kyseliny mandlové, protoze tento roztok vykazal pfi diskové difuzni metodé velmi dobré
inhibi¢ni ucinky. Konkrétné to bylo s 1, 3 a 5 hm.% dvacetiprocentniho roztoku kyseliny
mandlové. Po pfidavku vypocteného mnozstvi kyseliny mandlové do 24 hod. nabotnalého
gelu a nasledném ptidavku 0,23 ml 1M roztoku NaOH nedoslo témét ke zvyseni pH
a viskozity gelt, nybrz doslo k jeho rozpadu. Totéz bylo provedeno i u stejnych piidavka
roztoku kyseliny mandlové o koncentracich 5, 10 a 15 % a vzdy doslo k rozpadu gelu.
Proto bylo vzdy pted pfidavkem roztoku kyseliny mandlové do gelu nutné upravit jeho pH.
Hodnota pH samotného 5% roztoku kyseliny mandlové bylo 2,28 a bylo tfeba jej upravit
min. na hodnotu pH 3, jinak by nedoslo k tvorbé gelu, tak jak je napsano v kap. 2.4.1.1.
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Samotny carbomer totiz vytvaii ve vodném roztoku mirné kyselé prostiedi (pfiblizné
pH 3). pH kyseliny mandlové bylo v rozsahu od 1,88 (45% roztok kyseliny) do 2,28 (5%
roztok kyseliny), proto po pfidavku roztoku kyseliny vzdy doSlo k razantnimu poklesu pH
roztoku carbomeru, p¥ipadné k jeho vysrazeni (Obr. 5 v teoretické ¢asti). Uprava pH byla
provedena 0,05M roztokem NaOH. Bohuzel uprava pH na hodnotu 3 nebyla dostacujici
a opét doslo k vysrazeni carbomeru. Proto bylo pfistoupeno k dalsSimu zvySeni pH roztoku
kyseliny mandlové, a to na hodnotu 3,5. Toto bylo provedeno pomoci 1M roztoku NaOH,
jelikoz pii pouziti slabsiho roztoku NaOH, tj. 0,05M, by ho bylo tfeba pouzit vetsi
mnozstvi a doslo by tak k vyraznému natedéni roztoku. Po pfidani takto upraveného
roztoku kyseliny mandlové do gelu a jeho promichani bylo tfeba upravit hodnotu pH
a viskozity vysledného gelu. Opét byl k tomuto kroku pouzit 1M roztok NaOH. Po jeho
intenzivnim mechanickém promichani v gelu doslo k vytvofeni finalniho gelu

s dostatecnou viskozitou a pH vhodnym pro pokozku.

Pfi dalsi pfipravé gela s ptidavkem roztoku kyseliny mandlové byla piipravena série gelt
0 koncentraci carbomeru 0,3 a 0,4 hm.% a koncentraci kyseliny mandlové ve vodé
od 5do 10 % (3 a5 hm.%, Tab. 26).

Tab. 26. Ramcoveé slozeni gelii s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

Obsah carbomeru Obsah roztoku Koncentrace roztoku

Vzorek [hm.%] kyseliny mandlové [hm.%] | kyseliny mandlové [%]
A 0,3 3 5
B 0,3 3 5
C 0,3 3 5
D 0,4 3 5
E 0,3 5 5
F 0,4 5 5
G 0,3 5 5
H 0,3 3 10
I 0,4 3 10
J 0,4 5 10
K 0,4 5 10
L 0,4 5 10
M 0,3 5 10

VSechny piidavky roztokli kyseliny mandlové byly upraveny na pH pfiblizné 3,5.
Po ptidavku roztoku kyseliny do nabotnalych gelti bylo zméfeno pH smési. Nasledovala

neutralizace 1M roztokem NaOH. Po kazdém ptidavku roztoku hydroxidu, tj. 0,23 ml,
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a dikladném mechanickém promichani bylo zméfeno vysledné pH gelii a senzoricky
zhodnocena jejich viskozita. Ugelem bylo vytvofit gely s viskozitou obdobnou geltim
s esencidlnimi oleji a hlavné s pH odpovidajicim pH pokozky, tj. 5,5 — 6,5. Hodnoty pH
uvadi Tab. 27.

Tab. 27. Hodnoty pH a senzorické zhodnoceni viskozity gelii s pridavkem roztoku kyseliny

mandlové
pH pripraveného pH po upravé 1M Senzorické zhodnoceni
Vzorek gelu roztokem NaOH viskozity [mPa.s]

A 3,23 6,02 velmi nizka

B 3,51 6,02 velmi nizka

C 3,28 6,44 Optimalni

D 3,01 5,40 Optimalni

E 3,29 6,25 velmi nizka

F 3,09 6,11 Optimalni

G 3,12 6,38 velmi nizka

H 3,20 6,55 velmi nizka

I 3,12 6,05 Optimalni

J 3,20 6,05 velmi nizka

K 3,20 6,22 Optimalni

L 3,06 6,29 velmi nizka
M 3,19 6,88 velmi vysoka

Na zaklad€ tohoto testovani bylo vybrano 5 gel s optimalni viskozitou a pH blizkym
pH pokozky. Jednalo se 0 vzorky oznacené v Tab. 27 jako C, D, F, I a K. Znovu pak byly
tyto vzorky pfipraveny z divodu ovéfeni pouzité formulace a zméfeni jejich piesné visko-

zity. Vzorky gelt byly pfipraveny paralelné dvakrat vedle sebe (Tab. 28 a 29).

Tab. 28. Prresné pridavky 1M NaOH do gelii s obsahem roztoku kyseliny mandlové

Obsah roztoku Koncentrace
Obsah kyseliny roztoku Piidavek 1M
carbomeru mandlové kyseliny roztoku NaOH
Vzorek [hm.%] [hm.%] mandlové [%] [ml]
C 0,3 3 5 1,35
D 0,4 3 5 1,15
F 0,4 5 5 1,85
I 0,4 3 10 1,85
K 0,4 5 10 2,28
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Tab. 29. Namérené hodnoty pH a viskozity u gelii s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

Vzorek I. Vzorek Il.
pH Namérena pH Namérena
pripraveného viskozita pripraveného viskozita
Vzorek gelu [mPa.s] gelu [mPa.s]
C 6,47 7586 + 12 6,23 8407 £ 12
D 5,50 11271+ 15 5,23 11988 + 40
F 6,46 9371 + 86 6,20 8899 + 74
I 6,12 9594 + 41 6,16 10088 + 90
K 6,39 9076 + 24 6,29 8060 + 25

Poté u nich byla stanovovana antimikrobialni aktivita pomoci jamkové difazni metody.

Pro jamkovou metodu byla také piipravena série geli s koncentraci carbomeru 0,5

a 0,6 hm.% a s vyssi koncentraci roztoku kyseliny mandlové, tj. 15 a 20 %. Zvlastnim

piipadem pak byla ptiprava série geld, jejichz pH bylo upraveno tak, aby bylo blizké pH 5
(Tab. 30 — 31).

Tab. 30. Ramcové slozeni gelii s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

Obsah Obsah roztoku Koncentrace roztoku
Vzorek |carbomeru [hm.%] | kyselina mandlové [hm.%] | kyseliny mandlové [%6]
N 0,5 5 5
@) 0,5 3 10
P 0,5 3 15
Q 0,6 5 15
R 0,6 3 20

Tab. 31. Namérené hodnoty pH a viskozity u gelii s pridavkem roztoku kyseliny mandlové

Pridavek 1M Naméiena
roztoku NaOH viskozita
Vzorek [ml] pH pripraveného gelu [mPa.s]

N 2,0 5,19 12378 =13

0] 1,75 5,19 10392 £ 62

P 3,5 6,37 6713 + 18

Q 2,75 6,00 20753 £ 21

R 3,25 6,00 15790 + 10

Gely s pH blizkym hodnoté 5 byly vytvoteny proto, ze pii pH blizkém hodnoté 6 nedoslo

pfi jamkoveé difizni metodé k Zadané inhibici vybranych druhtt MO.
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Séril geld s obsahem antimikrobni slozky dopliovaly gely s pfidavkem 30 hm.% etanolu
(96%). Tyto gely byly piipraveny dle receptury, jejiz slozeni uvadi Tab. 5 - 7. [ u této série
gelt byla proméfena viskozita a pH (Tab. 32).

Tab. 32. Namérené hodnoty pH a viskozity u gelii s obsahem 30 % ethanolu

Naméiena
Obsah carbomeru viskozita
Vzorek [hm.%] pH pripraveného gelu [mPa.s]

l. 0,1 6,78 5461 + 44
. 0,1 6,72 7415 £+ 85
l. 0,2 6,23 23162+ 16
. 0,2 6,53 24114 £ 14
l. 0,4 6,46 46402 + 51
. 0,4 6,46 47155 £ 46

Na zakladé méteni viskozity byl pro dalsi testovani vybran gel sobsahem 0,1 hm.%
carbomeru. U vyssiho obsahu carbomeru bylo nutné opét zvysit piidavek 1M roztoku

NaOH, tim se vSak zvysila i viskozita, coz jiz nebylo pro nase ucely zadouci.

6.3 Vliv jednotlivych antimikrobialnich latek v gelové kompozici na
antimikrobialni u¢innost

Na zaklad¢ diskové difuzni metody byly vybrany U¢inné koncentrace latek, které byly
nasledné ptidany do formulaci, a tyto byly pak testovany i pomoci jamkové difuzni metody
(viz kap. 5.3.10). Nejdiive muselo byt provedeno kontrolni fedéni bakterialni suspenze
v rozsahu 0,5 McF — 0,5.10° McF, z n&hoz bylo vybrano fedéni se souvislym nartstem
mikroorganizmi. Bylo tedy vybrano fedéni 0,5.107. Jamkové diftzni metoda byla prove-
dena pomoci zalévani mikrobialni suspenze se zakalem 0,5.10"° McF do pudy s néslednou
tvorbou jamek pomoci korkovrtu. Pfi vyhodnoceni inhibi¢ni u¢innosti bylo zjisténo, Ze ani
jeden z pripravenych geld, véetné kontrolnich vzork geld s ethanolem a samotnym
etanolem, nejevil zadné znamky inhibice. Respektive neobjevil se rust samotnych
mikroorganizmu i pies to, ze toto fedéni bylo vybrano jako optimalni. Proto bylo nutné
zvolit jiné fedéni, a to fedéni 0,5 McF. Poté bylo nezbytné cely postup testovani zopakovat.
Ani zména fedéni nevedla k jakémukoliv naristu MO. Proto byla zvolena alternativni
metoda rozhokejkovanim bakterialni suspenze se zakalem 0,5 McF po povrchu ptislusného

agaru s naslednou tvorbou jamek korkorvtem. Tato metoda jiz ptinesla kyzené vysledky
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nartstu ¢i inhibice testovacich MO. Ziskané vysledky velikosti inhibi¢nich z6én uvadi

Tab. 33.

Tab. 33. Inhibicni ucinky gelii s obsahem esencidlnich olejit na vybranych bakteridlnich

kmenech pomoci jamkové difiizni metody

G’ bakterie G bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \ P. aeruginosa | S. aureus \ M. luteus | C. albicans \ C.parapsilosis
Druh EO Velikost inhibi¢nich zon [mm]
Citrénovy - - - - - -
Hiebi¢kovy| 2,5 1,5 2,8 - 15 1,5
Skoticovy | 0,8 1,8 2,0 - 4,0 55
Tymianovy | 3,8 1,0 2,3 3,0 2,5 4,0

Pozn.: MO mikroorganizmus, ES esencialni olej, — zadné inhibi¢ni zony

Jak je z tabulky patrné, nejlepSich antimikrobnich vysledkd dosahoval gel s pfidavkem
tymidnového esencidlniho oleje. Dale pak gel s pridavkem hiebickového a skoficového
esencialniho oleje. Gel obsahujici citronovy esencialni olej nevykazoval zadnou

antimikrobni aktivitu i pfesto, ze pti diskové difizni metod¢€ ano.

U gelu s ptidavkem roztokt kyseliny mandlové, piipravenych dle Tab. 28, nebyly také
prokazany inhibi¢ni G¢inky (Tab. 34). Proto byla pfipravena dalsi série gelt s obsahem
roztoku kyseliny mandlové, jak je uvedeno v kap. 6.2, dle receptury uvedené v Tab. 30.

Tab. 34. Inhibicni ucinky gelii s kyselinou mandlovou na vybranych bakteridalnich kmenech

pomoci jamkové difiizni metody

G’ bakterie G” bakterie Kvasinky
Druh MO| E. coli \P. aeruginosa | S. aureus\ M. luteus | C. albicans \ C. parapsilosis
Vzorek Velikost inhibi¢nich zén [mm]
C - - - - - -
D - - - - - -
F - - - - - -
I - , - - - _
K - - - - - -

Pozn.: MO mikroorganizmus, — zadné inhibiéni zony

Po testovani téchto geld proti vybranym bakteridlnim kmenim bylo zjisténo, ze gel,
u né¢hoz bylo pH snizeno na hodnotu 5 vytvarel mirnou inhibi¢ni z6nu, jednalo se o gel

s oznacenim N (Tab. 35). Dalsi gely, které vykazovaly mirnou inhibici vii¢i vybranym
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bakterialnim kmenim byly gely sobsahem 3 a 5 hm.% patnactiprocentniho roztoku
kyseliny mandlové (Tab. 35).

Tab. 35. Inhibicni ucinky gelit s kyselinou mandlovou na vybranych bakteridlnich kmenech

pomoci jamkové difuzni metody

G’ bakterie G” bakterie Kvasinky
Druh MO| E. coli \P. aeruginosa | S. aureus\ M. luteus| C. aIbicans\C. parapsilosis
Vzorek Velikost inhibi¢nich zén [mm]
N - - 1,5 - - -
0] - - - - - -
P - - 0,5 - - -
Q - 0,5 - - - -
R - - - - - -

Pozn.: MO mikroorganizmus, — zadné inhibi¢ni zony

Pro porovnani antimikrobnich u¢inkt geld s alternativnimi antimikrobnimi slozkami s gely
s obsahem ethanolu byl vytvofen gel sobsahem 30 hm.% ethanolu, ktery byl vyroben
dle receptury v Tab. 5. Dale byly zakoupeny v komer¢ni siti antimikrobni gel Balea
S obsahem 45 % ethanolu a antimikrobni gel na ruce SANYTOL s obsahem ethanolu 60 %.

Testovani doplnil samotny 96% ethanol.

Vsechny tyto gely i samotny ethanol byly testovany pomoci jamkové difazni metody vuci
vybranym kulturam MO a nasledné kultivovany pfi teplotach vhodnych pro inkubaci

ptislusnych mikroorganizmu. Vysledky velikosti inhibi¢nich zon uvadi Tab. 36.

Tab. 36. Inhibicni ucinky gelu s ethanolem na vybranych bakteridalnich kmenech pomoci

Jjamkoveé difuzni metody

G’ bakterie G" bakterie Kvasinky

Druh MO |E. coli\P. aeruginosa | S. aureus\M. luteus | C. aIbicans\C. parapsilosis

Koncentrace

ethanolu [%] Velikost inhibi¢nich zon [mm]
30 - - - - - -
45 - - - 0,5 1,0 1,0
60 4,5 2,0 2,5 1,0 3,0 2,5
96 10,5 4,5 7,0 2,0 5,0 9,5

Pozn.: MO mikroorganizmus, — Z4dné inhibi¢ni zony
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Bylo prokazano, ze u gel s obsahem 30 hm.% ethanolu nebyla prokazana zadna inhibi¢ni
aktivita. U hygienického antibakterialniho gelu Balea se 45 % ethanolu byly prokazany
inhibiéni zoény pouze u bakterie Microccocus luteus a kvasinek Candida albicans
a Candida parapsilosis. Gel na ruce SANYTOL sobsahem 60 % ethanolu prokazal
antimikrobialni u¢inek u vSech testovanych mikroorganizmi. U samotného 96% ethanolu
byly prokdzany nejvétsi inhibicni zony. Lze tedy fici, ze se zvySujici se koncentraci

ethanolu v gelu se zvysSuje i antimikrobialni a¢inek vaéi mikroorganizmum.

6.4 Vliv smiseni antimikrobidlnich litek v gelové kompozici na
antimikrobialni u¢innost

Gely, které byly piipraveny dle receptury uvedené v Tab. 10 — 11, byly nejdiive podrobeny

meéfeni pH a jejich viskozity. Vysledky méteni uvadeji Tab. 37 — 38.

Tab. 37. Hodnoty pH a viskozity u smésnych gelii s obsahem 3 hm.% 10% roztoku kyseliny

mandlové
Vzorek pH pripraveného gelu | Naméiena viskozita [mPa.s]
l. 6,50 6406 + 11
Il. 5,68 20428 + 65
. 5,78 18099 + 21
V. 5,66 15077 +9
V. 6,08 25499 + 98
VI. 6,04 12833 + 16
VII. 5,77 8243 + 29
VIII. 5,55 8170 + 18

Tab. 38. Hodnoty pH a viskozity u smésnych gelii s obsahem s 3 hm.% 15% roztoku kyse-

liny mandlové

Vzorek pH pripraveného gelu | Naméiena viskozita [mPa.s]
A 5,78 10067 + 13
B 6,05 8050 + 65
C 6,02 6910 + 56
D 5,95 7698 + 11
E 5,79 5616 + 36
F 5,59 5825+ 12
G 5,80 7653 + 45
H 5,67 6328 + 26
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Dale byla u takto pfipravenych geld provedena jamkova difizni metoda. Vysledky

prokazaly zna¢ny inhibi¢ni G¢inek pfipravenych gelti na MO (Tab. 39 — 40).

Tab. 39. Inhibicni ucinky smésnych geli $3 hm.% 10% roztoku kyseliny mandlové

na vybranych bakteridalnich kmenech pomoci jamkové difuzni metody

G bakterie G” bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \ P. aeruginosa | S. aureus \ M. luteus | C. albicans \ C.parapsilosis
Vzorek Velikost inhibi¢nich z6n [mm]
|.* 3,0 1,0 2,8 3,8 5,0 11,8
Il 2,0 1,5 - 1,0 43 5,0
1. 2,5 1,0 - 1,5 11,5 15,8
V. - - - - - -
V. 2,0 0,5 - 3,0 3,8 7,0
VI.* 2,8 1,0 1,5 3,8 6,5 12,5
VIIL* 5,8 1,8 2,8 2,5 15,0 13,0
VIIL* - - - - - 2,5

Pozn.: MO mikroorganizmus, — Zzadné inhibi¢ni zony, * vybrané smésné gely pro dal$i metodu

Tab. 40. Inhibicni ucinky smésnych gelii S3 hm.% 15% roztoku kyseliny mandlové

na vybranych bakteridalnich kmenech pomoci jamkové difuzni metody

G’ bakterie G” bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \ P. aeruginosa | S. aureus \ M. luteus | C. aIbicanle.parapsiIosis
Vzorek Velikost inhibi¢nich zén [mm]

A* 3,0 - 2,3 3,8 7,3 7,5
B* 1,5 - 2,0 3,3 5,0 7,0
C* 3,8 1,5 2,0 35 15,0 15,8
D - - - 1,8 - -

E 1,3 - 1,8 35 3,3 4,0
F 2,0 - 0,5 - 35 5,0
G 2,3 - 2,5 2,5 12,5 12,5
H* 1,0 1,3 1,0 2,5 15 3,3

Pozn.: MO mikroorganizmus, — zadné inhibi¢ni zony, * vybrané smésné gely pro dal$i metodu

Jak je z tabulek patrné, antimikrobialni aktivita gelti s obsahem esencialnich oleji byla
podpotena ptidavkem roztoku kyseliny mandlové. Toto bylo ziejmé zejména u vysledkl
protimikrobniho testovani vi¢i kvasinkdm, a také u geld s obsahem citronového
esencialniho oleje a roztokem kyseliny mandlové. Zde byly pozorovany malé inhibicni

zOny, zejména u bakterialniho rodu Microccocus luteus a Pseudomonas aeruginosa,
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naproti tomu u gelii pouze s obsahem citronového esencialniho oleje nedochézelo k zadné
inhibici.

Pro ovéfeni ziskanych vysledkt antimikrobni G¢innosti geli s obsahem esencialniho oleje
a roztoku kyseliny mandlové byla provedena dopliikovda metoda (kap. 5.3.11).

Z nedostatku Casu byly pro tuto metodu vybrany pouze gely s nejvétSimi inhibi¢nimi

zonami (Tab. 39 a 40, gely s hvézdickou v hornim indexu).

Dopliikova metoda potvrdila vysledky jamkové difizni metody (Tab. 41). Dokonce
v n¢kterych piipadech byly vysledky antimikrobni Gc¢innosti lepsi nez vysledky ziskané

jamkovou difizni metodou.

Tab. 41. Inhibicni ucinky smésnych gelii na vybranych bakteridlnich kmenech pomoci

doplitkové metody
G’ bakterie G" bakterie Kvasinky
Druh MO | E. coli \P. aeruginosa | S. aureus\ M. luteus | C. albicans \ C. parapsilosis
Vzorek Velikost inhibi¢nich z6n [mm]
I - - - - - -
VI. - - - - - -
VII. - - + - - -
VIII. +++ ++ ++ ++ - +
A - - - - - -
B - - - - - -
C - - + + - -
H ++ - +++ + - -
Kontrola +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pozn.: + mirny narGst Dbakteridlniho kmene, ++ stiedni narGst bakteridlniho kmene,

+++ silny narust bakterialniho kmene, - zadné inhibi¢ni zoény

Na zakladé¢ vysledkti obou piedeslych metod, byly vybrany 4 gely sobsahem jak
esencidlnich olejl, tak roztokli kyseliny mandlové (Tab. 42), které vykazovaly nejlepsi
antimikrobialni G¢inky. Tyto byly nasledné testovany za praktickych podminek a byly také
senzoricky hodnoceny.
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Tab. 42. Smesné gely s nejlepsimi antimikrobialnimi viastnostmi

Obsah Koncentrace
kyseliny kyseliny pH Namérena
Esencialni mandlové mandlové pripraveného viskozita
\zorek olej [hm.%] [%0] gelu [mPa.s]

l. Tymidnovy 3 10 6,50 6406 + 11
VI. Hrebickovy 3 10 6,04 12833 + 16
VII. Skoficovy 3 10 5,77 8243 + 29
H Citronovy 3 15 5,67 6328 + 26

4

6.5 Srovnani ucinnosti antimikrobialnich latek

Pro srovnani antimikrobni ucinnosti vyrobenych geli byly, jak jiz bylo zminéno vyse,
pomoci mikrobiologickych metod - diskové difizni metody (DDM) a jamkové difuzni
metody (JDM), srovnany velikosti antimikrobnich G¢inkl jednotlivych geli, a to jak
s obsahem esencialnich oleju, tak s obsahem esencidlnich oleji v kombinaci s roztokem

kyseliny mandlové (Tab. 42).

Pro testovani protimikrobni G¢innosti byly pouzity ¢isté kultury mikroorganizmu - E. Coli,
P. aeruginosa, S. aureus, M. luteus, C. albicans a C. parapsilosis. Testovanim byly
u jednotlivych gell zjistovany velikosti inhibi¢nich zén. Porovnani protimikrobni

ucinnosti je zndzornéno na Obr. 15— 19.
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Obr. 15. Srovnani antimikrobnich ucinkii gelu s obsahem tymidnového esencidlniho oleje
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Jak je z Obr. 15 parné, samotny tymianovy esencialni olej vykazoval vysokou inhibici vici
vSem testovanym bakteridlnich kmenlim a kvasinkdm. Jeho antimikrobidlni aktivita
po zabudovani do gelu vyrazné klesla, piesto vSak vyskyt inhibi¢nich zon u jednotlivych
MO byl zaznamenan. Naopak kombinace tymianového esencidlniho oleje a roztoku
kyseliny mandlové méla za nasledek zvySeni antimikrobniho ucinku. Pouze v ptipade
E. coli a P. aeruginosa byla velikost inhibi¢nich zéon mensi. Gely s obsahem tymianového
esencialniho oleje a roztokem kyseliny mandlové prokéazaly nejvyssi protimikrobni aktivitu

vuci testovanym druhiim kvasinek.

Podobné chovani vykazoval i hiebickovy esencidlni olej, kdy antimikrobialni aktivita
Cistého oleje vykazovala vyssi aktivitu nez po jeho ptidavku do gelové kompozice.
Napiiklad u M. luteus, C. albicans a C. parapsilosis vyrazné klesla antimikrobni u¢innost
gelu oproti ¢istému esencialnimu oleji. Po ptidavku roztoku kyseliny mandlové spole¢né
s hiebickovym esencialnim olejem do gelu se téméf u vSech testovanych mikroorganizmii
jeho antimikrobialni aktivita zvysila, dokonce u vzorku testovanému vici C. parapsilosis
antimikrobni aktivity pfevysila antimikrobni aktivitu ¢istého hiebi¢kového esencialniho

oleje (Obr. 16).
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Obr. 16. Srovnani antimikrobnich ucinkii gelit s obsahem hiebickového esencidlniho oleje
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Diskova difazni metoda u testovani Cistého skoficového esencidlniho oleje prokazala
vysoké inhibi¢ni G¢inky vuci vSem testovanym MO. Naopak u jamkové difuzni metody,
kdy byl skoficovy esencialni olej pfidan do gelové kompozice, byly antimikrobialni u¢inky
téchto geld minimalni, dokonce vV pfipadé testovani vaci M. luteus nebyly zadné.
Opét po piidavku roztoku kyseliny mandlové do gelu s obsahem skoficového esencialniho
oleje se jeho inhibi¢ni aktivita vyrazné zvysila. Je zfejmé, ze pridavek roztoku kyseliny
mandlové do geld s obsahem skoficového esencialniho oleje vyrazné podporuje zvyseni
antimikrobialni ucinnosti geld, jelikoz v nékterych piipadech, jako napf. u vzorka
testovanych vac¢i C. albicans, m¢l tento smésny gel stejné inhibi¢ni ucinky jako Cisty
esencialni olej. U vzorku testovanych vici C. parapsilosis mél tento gel témét shodnou
ucinnost jako Cisty esencialni olej. V ostatnich ptipadech, i kdyZ mél niz§i inhibi¢ni
ucinnost nez Cisty esencialni olej, presto jeho antimikrobni G¢inky byly vyssi nez u vzorki

gelt s obsahem pouze esencialniho oleje (Obr. 17).
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Obr. 17. Srovnani antimikrobnich ucinki gelit s obsahem skoricového esencialniho oleje

Testovani citronového esencialniho oleje pomoci diskové difuzni metody sice prokazalo
antimikrobni aktivitu vici testovanym skupinam MO, ale po jeho zapracovani do gelu
a testovani pomoci jamkové difuzni metody inhibi¢ni G€inek prokazan jiz nebyl, a to ani
u jednoho testovaného MO. Smiseni téchto latek, tj. citrébnového esencialniho oleje

s roztokem kyseliny mandlové a jejich pfidavkt do gelové kompozice indikuje na fakt,
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ze mezi témito latkami existuje synergicky efekt, tzn. ze se jejich antimikrobni aktivita
vyrazné zvysila. V piipad¢ vzorki testovanych vuci E. coli a P. aeruginosa byl jejich
antimikrobni u¢inek dokonce vyssi nez antimikrobni aktivita samotného esencialniho oleje

(Obr. 18).
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Obr. 18. Srovnani antimikrobnich ucinkii geli s obsahem citronového esencialniho oleje

Pro ovéfeni antimikrobidlniho Gc¢inku vyrobenych smésnych gelti byl spole¢né s nami
vyrobenymi gely testovan i vzorek komeréniho gelu obsahujici 60 % ethanolu
(SANYTOL). Testovani probéhlo pomoci jamkové difuzni metody. Vysledky testovani
uvadi Obr. 19.
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Obr. 19. Srovndni antimikrobnich ucinkii smésnych gelii a gelu s obsahem etanolu pomoci

Jjamkové difuzni metody

Jak je z obrazku patrné, ve vSech ptfipadech testovanych vzorkli byla prokazana jejich
antimikrobialni U¢innost. Nejlepsich vysledkti dosahoval gel sobsahem skoficového
naopak vykazoval gel s obsahem citronového esencialniho oleje a 3 hm.% 15% roztoku
kyseliny mandlové. Komer¢ni piipravek SANYTOL s 60 % ethanolu vykazoval v priméru

niz8i inhibi¢ni u€inky nez ndmi vyrobené gely.
6.6 Antimikrobialni u¢innost geli za praktickych podminek

V neposledni fadé probéhlo testovani nami vyrobenych geli za praktickych podminek,
tzn. Ze tato metoda méla simulovat praktické pouziti gelti a stanovit pak jejich antimikrobni
¢innost. Testovani bylo provedeno dle CSN EN 1500 (kap. 5.3.12). Pro samotné testovani
byly vybrany 4 gely, které uvadi Tab. 42. Pro kontrolu a také pro nasledné srovnani byly
pro testovani pouzity i komeréni antnimikrobialni gely s obsahem ethanolu (45 a 60 %).

Vysledky testovani pak uvadi Tab. 43.
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Tab. 43. Protimikrobni ucinnost gelii testovanych za praktickych podminek

Pocet probandu

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. | 10.
Smésny gel s
tymianovym olejem | + + ++ + ++ + ++ + + +
Smésny gel s
hiebickovym ole-
jem + + + ++ + + + |+ |+ +
Smésny gel se
skoficovym olejem | ++ + + + + + + ++ + ++
Smésny gel s
citrtonovym olejem | + | +++ | +++ | + ++ + |+ |+ + ++
45 % EtOH ++ | ++ + + ++ + ++ | +++ |+ ++
60 % EtOH ++ |+ |+ |+t + + ++ + + ++
Pocatecni hodnoty
u vsech gelt 4 | | A | | | A | A | | |t

Pozn.: + mirny narGst Dbakteridlniho kmene, ++ stfedni nartst bakteridlntho kmene,

+++ silny narGst bakterialniho kmene, - Zddné inhibi¢ni zony

Jak je ztabulky patrné, nejvy$si antimikrobialni aktivitu vykazoval gel sobsahem
0,5 hm. % htebickového esencialniho oleje a 3 hm. % 10% roztoku kyseliny mandlové
a pH vysledného gelu 6,04. Dale pak gel s obsahem 0,5 hm. % hiebickového esencialniho
oleje a 3 hm. % 10% roztoku kyseliny mandlové (pH gelu 6,33). Gel s obsahem 0,5 hm. %
skoticového esencialniho oleje a 3 hm. % 10% roztoku kyseliny mandlové (pH gelu 5,77).
Naopak nejhor$i protimikrobni G¢innost vykazal gel s obsahem 0,5 % citrénového
esencialniho oleje a ptidavkem 3 hm. % 15% roztoku kyseliny mandlové (pH vysledného
gelu 5,67). Nize je pak pfilozena i fotodokumentace, kterda dokumentuje vysledky

pted a po pouziti testovanych geli za praktickych podminek (Obr. 20 — 25).
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Obr. 20. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu
s obsahem tymidnového esencidlniho oleje a roztoku kyseliny

mandlové testovaného za praktickych podminek (vpravo)

Obr. 21. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu s obsahem

hrebickového esencidlniho oleje a roztoku kyseliny mandlové

testovaného za praktickych podminek (vpravo)
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Obr. 22. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu s obsahem
skoricového esencidlniho oleje a roztoku kyseliny mandlové

testovaného za praktickych podminek (vpravo)

Obr. 23. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu s obsahem
citronévého esencialniho oleje a roztoku kyseliny mandlové

testovaného za praktickych podminek (vpravo)
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Obr. 24. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu s obsahem

60 % ethanolu testovaného za praktickych podminek (vpravo)

Obr. 25. Pocatecni hodnoty (vlevo), inhibicni ucinek gelu s obsahem

45 % ethanolu testovaného za praktickych podminek (vpravo)
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Jak je z vysledkt patrné, nami piipravené gely s obsahem jak esencialnich oleji, tak
roztokem kyseliny mandlové, vykazovaly za praktickych podminek V porovnani
s jamkovou difizni metodou odlisné vysledky. Toto je ale zcela pfirozené, nebot
na pokozce rukou se nevyskytuji pouze mikroorganizmy, které byly zahrnuty jako
testovaci, nybrz jejich Siroka skala. Opét se zde ale prokazalo, ze smésné gely vykazovaly
daleko vyssi antimikrobialni aktivitu nez komer¢ni vzorky obsahujici jako antimikrobni

latku ethanol.

6.7 Vyhodnoceni senzorickych znakii antimikrobialnich geli

Vyhodnoceni zékladnich senzorickych znakd probéhlo, jak jiz bylo zminéno vyse,

vyplnénim dotaznikl a nésledné pak pomoci programu StatK?25.

Prvnim kritériem bylo hodnoceni vzhledu a barvy gelu. Pomoci Kruskall-Wallisova testu,
na zakladé souctu poradi, bylo vyhodnoceno, ktery vzorek antimikrobialniho gelu je
ve vzhledu a barvé pro hodnotitele nejlepsi a ktery vzorek gelu je naopak dle hodnotitelil
nejhorsi (P 111, Tab. 44). Z vysledka vyplyva, Ze za nejlepsi byl oznacen vzorek B (smésny
gel s piidavkem citronového esencialniho oleje), dale vzorek A (smésny gel s piidavkem
skoficového esencialniho oleje), poté vzorek D (smésny gel s piidavkem hiebickového
esencialniho oleje) a vzorek E (smé&sny gel s pfidavkem tymianového esencialniho oleje).
Nejhuite hodnocenym byl vzorek C, tj. komer¢ni gel s etanolem SANYTOL (Obr. 26).
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Pripravek

Obr. 26. Vysledky stupnicové zkousky - vzhled a barva
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Dal§im parametrem hodnoceni byla viin€é. Opét byl i zde pouzit Kruskall-Wallistv test,
podle kterého, na zaklad¢ souctu poradi (P 11, Tab. 45), byl nejlépe hodnocenym vzorkem
vzorek B (smésny gel s pfidavkem citronového esencialniho oleje), dale vzorek A (smésny
gel spiidavkem skoficového esencidlniho oleje), vzorek D (smésny gel s piidavkem
hiebickového esencialniho oleje) a vzorek C (komeréné dostupny antimikrobidlni gel
SANYTOL). Za nejhorsi, s ohledem na vuni, byl povazovan smésny gel s pfidavkem
tymianového esencialniho oleje (vzorek E). Grafické zpracovani vysledku je uvedeno

na Obr. 27.
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Obr. 27. Vysledky stupnicové zkousky - viiné

Konzistence byla hodnocena opét dle Kruskall-Wallisova testu, kdy bylo na zakladé souctu
poradi uréeno, ktery ze vzorkd je v konzistenci nejlepsi a ktery nejhorsi (P 111, Tab. 46).
Jako nejlepsi vzorek byl hodnocen vzorek E (smésny gel s ptidavkem tymianového
esencialniho oleje), vzorek A (smésny gel s pfidavkem skoficového esencialniho oleje),
dale vzorek D (smésny gel s pfidavkem hiebi¢kového esencialniho oleje), vzorek B (smés-
ny gel s pifidavkem citronového esencidlniho oleje) a jako posledni vzorek C, gel

s ethanolem. Grafické zpracovani vysledki je opét znazornéno na Obr. 28.
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Obr. 28. Vysledky stupnicové zkousky - konzistence

Stejné tak jako znaky predeSlé, byla i roztiratelnost posuzovana pomoci Kruskall-
Wallisova testu, dle kterého bylo urceno, ktery ze vzorki je roztiratelny nejlépe a ktery
naopak nejhuie (P 111, Tab. 47). Hodnotitelsky byl tedy za nejlepsi, tj. nejlépe roztiratelny,
zvolen vzorek E (smésny gel s ptidavkem tymianového esencialniho oleje), dale pak
vzorek D (smésny gel s piidavkem hiebickového esencidlniho oleje), vzorek A (smésny
gel s pridavkem skoficového esencidlniho oleje) a vzorek B (smésny gel
s piidavkem citronového esencialniho oleje). Jako nejhuife roztiratelny byl pak hodnocen
vzorek C — komer¢ni gel SANYTOL. Grafické vyhodnoceni vysledki testovani

roztiratelnosti uvadi pak Obr. 29.
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Obr. 29. Vysledky stupnicové zkousky - roztiratelnost
Poslednim sledovanym znakem testovanych vzorkt geld byla vstiebatelnost. | zde

na zhodnoceni vysledkd byl pouzit Kruskall-Wallisav test, kdy na zaklad¢é souctu potadi

bylo mozné vzorky dle vstiebatelnosti setfadit tak, Ze nejlepsi vstiebatelnost vykazoval

vzorek C (komercni gel SANYTOL), dale vzorek B (smésny gel s piidavkem citronového

esencidlniho oleje), nasledoval vzorek D (smésny gel s pifidavkem hiebickového

esencialniho oleje), vzorek E (smésny gel s piidavkem tymianového esencialniho oleje).

Za nejhure vstiebatelny byl oznafen vzorek A (smésny gel s ptidavkem skoficového

esencialniho oleje). Vysledky byly opét ptehledné zpracovany Vv pfiloze P III, Tab. 48

a také jej uvadi pak Obr. 30.
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Obr. 30. Vysledky stupnicové zkousky - vstrebatelnost

Potadova zkouska byla vyhodnocena pomoci Friedmanova testu, kdy bylo s95%
spolehlivosti mozné urcit, ze predlozené vzorky se statisticky nelisily v preferencich,
tzn. ze si byly navzajem podobné. Tudiz se nepodafilo prokazat, ze by vzorek komeréniho
gelu SANYTOL byl preferovany pied ostatnimi gely (P I, Tab. 49). Pouze na zakladé
souctu poradi jednotlivych vzorkli u porfadové zkousky lze fici, ze nejlépe hodnocen byl
vzorek B (smésny gel s ptidavkem esencialniho citronového oleje), dale vzorek A (smésny
gel spifidavkem esencialniho skotficového oleje), na tieti pozici se umistil vzorek D
(smésny gel s ptidavkem esencialniho hiebickového oleje a na ¢tvrté vzorek E (smésny gel
s pridavkem esencidlniho tymianového oleje). Nejhuife hodnoceny byl komeréni gel
SANYTOL s60 % ethanolu (vzorek C), a to pravdépodobné z diivodi absence vonné
slozky a také z dtivodu velmi nizké viskozity. Vysledky potadové zkousky uvadi Obr. 31.
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ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace se zaméfuje na informace o zakladnich gelotvornych
latkach, jejich vlastnostech, zpusobech piipravy geli a moznosti jejich vyuziti
V kosmetickém primyslu. Je zde vénovéana pozornost i nejuzivanéj$Sim antimikrobialnim
latkam, tj. alkoholtim, které se v kosmetickych dezinfekénich gelech hojné vyuzivaji a déle
také latkam, které mohou byt jejich adekvatni nahradou.

Prakticka Cast je pak zaméfend na samotnou piipravu riznych typt gelli s vybranymi
antimikrobidlnimi latkami (kyselina mandlova, hiebickovy, tymidnovy, skoficovy
a citronovy esencialni olej). V prvnim kroku byla u téchto samotnych latek studovéana
jejich antimikrobni Ucinnost, 1 jejich ucinné koncentrace. Nasledné byly antimikrobni
vlastnosti studovany i v ptipravenych gelech. Dale byly sledovany i reologické vlastnosti,
resp. viskozita vytvofenych geld, jejich pH a stabilita. Byly vybrany nejucinné;si
koncentrace antimikrobnich latek a tyto byly spolecné zapracovéany do gelt, u kterych byly
upravovany hodnoty jejich pH (tak, aby odpovidalo pH pokozky ¢lovéka), viskozita
a hlavné antimikrobialni G¢inky, které byly stanovovany fadou mikrobiologickych metod.
Pro srovnani velikosti antimikrobniho uc¢inku byly, spole¢né s nasimi vyrobenymi gely,
testovany i gely zakoupené Vv komercni siti. Pro popis organoleptickych vlastnosti
vyrobenych gelovych formulaci byla provedend senzorické analyza.

Z vysledkl vyplyva, ze smésné gely vykazuji vyssi antimikrobidlni G¢inek vic¢i komeréné
dostupnym dezinfekénim gelim na bazi ethanolu. Coz se potvrdilo jednak u jamkové
diftzni metody i u metody simulujici praktické podminky pouziti dezinfekénich geld. Dale
bylo pomoci vySe zminiovanych metod prokdzano, zZe antimikrobidlni U€inky esencialnich
olejii v gelech podpofil ptidavek roztoki kyseliny mandlové, které podpoftila vyslednou

dezinfekéni ucinnost geld.

Nejvyssi antimikrobialni ucinek byl prokazan u gelu s ptidavkem skoficového esencialniho
oleje a desetiprocentnim roztokem kyseliny mandlové. Podobnych antimikrobialnich
ucinkl dosahovaly také gely s piidavkem tymidnového a hiebickového esencidlniho oleje
a desetiprocentniho roztoku kyseliny mandlové. Naopak nejmens$i antimikrobni ucinek
byl prokdzan u gelu s citronovym esencidlnim olejem a patnéctiprocentnim roztokem
kyseliny mandlové. Avsak pravé u tohoto gelu byl nejvice signifikantni synergicky t¢inek
kyseliny mandlové a esencialniho oleje, jelikoz gel s obsahem samotného citronového
esencialniho oleje neprokazoval Z4dny inhibi¢ni efekt, oproti tomu gel s pfidavkem

esencialniho oleje a roztoku kyseliny mandlové ano.
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Spolu s nami vyrobenymi gely byly testovany i gely komer¢ni. Vysledky z provedenych
mikrobiologickych analyz ukazuji, ze nami vyrobené gely vykazuji lepsi antimikrobni

ucinnost nez gely komercni, tj. gely, jejiz hlavni u¢innou slozky byl ethanol.

Z vysledkl senzorické analyzy vyplyva, Ze nami vyrobené gely byly 1épe hodnoceny nez
komer¢ni ptipravek. Tento se vyskytoval na zadnich pfickach i pfi hodnoceni celkového
vzhledu a barvy, konzistence a dokonce i roztiratelnosti. Jeho vstiebatelnost vSak byla

hodnocena nejlépe.

| z hlediska preferenci se nami vyrobené smésné gely umistily na piednich ptickach.
Konkrétné nejlépe hodnocenym gelem byl gel s ptidavkem citronového esencialniho oleje
a roztokem kyseliny mandlové, dale gel se skoficovym esencidlnim olejem a piidavkem
kyseliny mandlové, gel s hiebickovym esencidlnim olejem a kyselinou mandlovou, gel
S tymidnovym esencidlnim olejem a kyselinou mandlovou a jako posledni byl v ramci

preferenci hodnocen komer¢ni gel SANYTOL s ethanolem.

Jak jiz bylo zminéno vyse, tak z hlediska antimikrobialni Gc¢innosti vykazoval nejlepsi
ucinnost gel se skoficovym esencidlnim olejem a kyselinou mandlovou. Pii senzorickém
hodnoceni vSak bylo prokazano, konkrétné u zkouSky vstiebatelnosti, kdy byl gel
aplikovan na volarni stranu ptedlokti, ze drazdi pokoZzku, tzn. Ze zplsobuje kontaktni
iritacni dermatitidu. Coz bylo potvrzeno u 4 probandid z 12-ti. Naopak nejlépe
hodnocenym gelem byl gel sobsahem citronového esencidlniho oleje a kyselinou

mandlovou. BohuZel z hlediska antimikrobni u€innosti t¢émét propadl.

Gel s pridavkem hiebic¢kového esencialniho oleje a pfidavkem roztoku kyseliny mandlové
Ize hodnotit, jak z hlediska senzorické analyzy, tak hlavné velikosti protimikrobniho
ucinku, jako nejlepsi. Jedna se totiz o kompromis obou kvalitativnich ukazateld, ptrestoze
lepsich vysledku dosahoval gel s obsahem skoticového esencialniho oleje a kyseliny man-
dlové, ten ale vykazoval navic iritacni uCinky. Zavérem lze tedy fici, Ze gelové
formulace sobsahem esencialnich oleji a kyseliny mandlové je mozno vyuzit jako

spolehlivé prostiedky denni hygieny pokozky rukou.
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NA
NB
PA
SA
TSA
TSB

RPM

a-hydroxykyseliny
B-hydroxykyseliny
Candida albicans

Ceska sbirka mikroorganizmi
Colony form units — kolonie tvofici jednotku
Karboxymethylcelul6za
Candida parapsilosis
Diskova difuzni metoda
Escherichia coli
Esencialni olej
Gram-pozitivni bakterie
Gram-negativni bakterie
Jamkova difizni metoda
Methylcelul6za
Miieller-Hinton agar
Microccocus luteus
Mikroorganizmus
Nutrient agar

Nutrient broth
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Tryptonovy so6jovy agar
Tryptonovy sdjovy bujon

Pocet otacek
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PRILOHA P I: STANDARDNI POSTUP DEZINFEKCE RUKOU

Krok 1 Krok 2

Diané k sobé Prava dlan pres
levy hibet a leva dlan
pres pravy hrbet

Krok 4 Krok 5

Seviit zadni strany Otacéenim mnout pravy
prstd do opacné * palec v sevrenilevé
dlané dlané a opacné

Krok 3
Dlané k sobé
s propletenymi

. prsty

Krok 6

Otacenim mnout
seviené prsty
prave ruky v levé
dlani a opac¢né



PRILOHA P II: DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI]

Univerzita TomaSe Bat’i ve Zliné

Fakulta technologicka

DOTAZNIK PRO HODNOCENI ANTIMIKROBIALNICH GELU

Jméno a piijmeni:

Datum: Podpis:

Ukol 1. Ohodnotte jednotlivé znaky (vzhled a barva, viné, konzistence, roztiratelnost,

vstiebatelnost) predlozenych vzorki gelt dle ptislusné stupnice.

Vzhled a barva Vuné Konzistence | Roztiratelnost | Vstfebatelnost

moo0|w >

Ukol 2. Sefad'te piedlozené vzorky gelt dle vasich preferenci (1 — nejlepsi, 5 — nejhorsi).

Jedna se o zkouSku s nucenou volbou, tzn., Ze kazdy vzorek musi mit pfidélené jiné c¢islo.

A B C D E

Preference




Stupnice:

Vzhled - barva a viiné

1.

a s~ wnN

Viné

aprwdnE

Vynikajici — vzhled typicky pro ptipravek daného typu, transparentni, pfitomnost
bublin

Velmi dobry — vzhled stale optimalni, transparentni, mirna ptitomnost bublin
Dobry — vzhled stale transparentni nebo jemn¢ zakaleny, bez bublin

Méné dobry — vzhled odlisny, jemné nazloutly, zakaleny, bez bublin
Nevyhovujici — vzhled vyrazné odli$ny od transparentniho, vyrazny zakal a zabar-
veni, bez ptitomnosti bublin

Vynikajici — viin¢ bez cizich piimési

Velmi dobra — piijjemna viiné

Dobra — mirna piitomnost cizich pachua

Méné dobra — znac¢na pritomnost cizich pachii
Nevyhovujici — vyrazna pfitomnost cizich pacht

Konzistence

Ptipravek ma odpovidajici konzistenci antimikrobidlnich gelii, homogenni
Ptipravek ma velmi dobrou konzistenci, s mirné viditelnymi kapickami olejové fa-
yAS]

Ptipravek ma dobrou konzistenci, je mirné€ fidky, s mirné oddé€lujicimi kapickami
olejové faze

Ptipravek ma méné dobrou konzistenci, je mirn¢ fidky, s viditelnymi shluky olejo-
vé faze

Ptipravek ma velmi Spatnou konzistenci, je velmi rozbfedly, nehomogenni

S odd€lujicimi se fazemi

Roztiratelnost

o s wnNE

Roztiratelnost je typicka pro dany typ piipravku, optimalni
Piipravek je velmi dobfe roztiratelny, mirné tekuty
Ptipravek je hiife roztiratelny, mirné tekuty

Ptipravek je obtizné€ roztiratelny, tekuty

Ptipravek je Spatné roztiratelny, tekuty

Vstrebatelnost

gk wn e

Ptipravek je vybornég a rychle vstiebatelny, nezanechéava lepivy charakter
Ptipravek je velmi dobte vstiebatelny, bez tvorby lepivého filmu
Ptipravek je vstfebatelny, zanechavajici mirné€ lepkavy dojem

Ptipravek je hiife vstfebatelny, s tvorbou lepivého dojmu

Ptipravek je nevstfebatelny, s velmi lepivym dojmem



PRILOHA P III: VYSLEDKY SENZORICKE ANALYZY

Tab. 44. Vyhodnoceni senzorické analyzy vzhledu a barvy antimikrobialnich geli
(Kruskall-Wallisiv test)

Soucet
Vzorek Kategorie poiadi
1 2. 3. 4, 5.

A 4 4 3 1 0 304,50

B 3 6 3 0 0 288,00

C 0 4 4 4 0 494,00

D 2 6 2 1 1 354,50

E 2 3 7 0 0 389,00

Tab. 45. Vyhodnoceni senzorické analyzy viiné antimikrobidlnich gelii (Kruskall-Wallistiv
test)

Soucet
Vzorek Kategorie poradi
1 2. 3. 4, 5.

A 3 6 3 0 0 289,50

B 6 6 0 0 0 198,00

C 4 0 2 4 2 439,00

D 2 4 4 2 0 375,00

E 1 0 4 7 0 528,50

Tab. 46. Vyhodnoceni senzorické analyzy konzistence antimikrobidalnich gelii (Kruskall-
Wallisuv test)

Soucet
Vzorek Kategorie poradi

3.

315,00
359,00
533,50
329,50
293,00
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Tab. 47. Vyhodnoceni senzorické analyzy roztiratelnosti antimikrobidlnich gelu (Kruskall-

Wallisiv test)

Soucet
Vzorek Kategorie poradi
1 2. 3. 4. 5.

A 8 4 0 0 0 316,00

B 6 6 0 0 0 369,00

C 2 4 0 4 2 554,00

D 9 2 0 1 0 301,50

E 9 3 0 0 0 289,50

Tab. 48. Vyhodnoceni senzorické analyzy vstiebatelnosti antimikrobidlnich gelit (Kruskall-
Wallisuv test)

Soucet
Vzorek Kategorie poradi
1 2. 3. 4, 5.

A 3 5 3 1 0 409,00

B 4 4 3 0 1 390,50

C 9 2 0 1 0 232,00

D 4 4 2 2 0 394,00

E 3 6 1 1 1 404,50

Tab. 49. Vyhodnoceni poradové zkousky u vzorki antimikrobidlnich geli (Friedmaniiv

test)

Hodnotitelé Vzorek
A B C D E
1 2 1 5 4 3
2 4 2 5 1 3
3 1 5 3 2 4
4 1 3 5 2 4
5 4 5 1 2 3
6 1 3 2 4 5
7 2 1 5 3 4
8 2 1 5 3 4
9 3 1 5 4 2
10 2 1 4 3 5
11 3 1 5 2 4
12 2 1 4 3 5
Soucet poradi 27 25 49 33 46




