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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na testovani stability gelti obohacenych o netradi¢ni antimikrobni 1at-
Ky (kyselina mandlova a esencialni oleje) v ruznych teplotnich reZimech a nasledné ovéro-
vani jejich antimikrobnich vlastnosti. Zakladem pro tvorbu gelti byla latka na bazi kyseliny
akrylové (Carbomer). Na zéklad¢ testovani lze fici, ze zvySend teplota, spolecné
s prodluzujici dobou skladovani ma neptiznivy vliv, jak na stabilitu, tak na antimikrobni

ucinnost pripravenych gelll.

Kli¢ova slova: stabilita, teplota, esencialni oleje, kyselina mandlova

ABSTRACT

The work was focused on stability testing gels enriched unusual antimicrobial agents (al-
mond acid and essential oils) in different temperature regimes and the subsequent verifica-
tion of their antimicrobial properties. The basis for the formation of gels was agent based
on acrylic acid (Carbomer). Based on testing, it can be said that the elevated temperature,
along with increasing storage time has an adverse effect on both the stability and antimi-

crobial effectiveness on the prepared gels.

Keywords: Stability, Temperature, Essential Oils, Mandelic Acid
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UvVOD

V dnesni dobé se na trhu ¢im dal vice rozSifuje sortiment antibakteridlnich geld,
jejichz hlavnimi a zaroven ucinnymi slozkami jsou alkoholy, piedev§im ethanol a izopro-
pylalkohol v koncentracich 30 % a vice. Nizké koncentrace alkoholi v§ak nejsou piilis
ucinné zejména proti patogennim mikroorganizmuiim, jelikoz se antimikrobni G¢innost zvy-
Suje s narustem koncentrace alkoholu. Takovéto ptipravky bézné dostupné ve vSech droge-
riich jsou rychlymi a snadnymi pomocniky k redukci mikroorganizmt na pokoZce rukou,
nejsou vsak uréeny k jejich stoprocentni likvidaci, ani neslouzi jako nédhrada bézného myti
rukou mydlem. I pfes mnoho praktickych vyhod téchto piipravk, mohou vlivem jejich
Castého pouzivani a v disledku vyssi koncentrace alkoholu zpasobovat, zvlasté u lidi
s citlivéjsi pokozkou, podrazdéni kize rukou, projevujici se vysusenou a popraskanou kiizi,
ktera se muze stat prekurzorem vazné&jSich onemocnéni, kdy vlivem vzniklych prasklin
mohou mikroorganizmy prostupovat hloubé&ji do klize a zptsobovat tak nepteberna mnoz-
stvi onemocnéni. Ve velké fadé ptipadt jsou tyto neptiznivé vlastnosti alkoholi na druhou

stranu kompenzovany piidavkem hydratacnich slozek.

Dnesni doba si ¢im dal vice prosazuje alternativni, K pfirodé Setrnéjsi pfipravky, a proto
je nasnad¢é vSech vyrobct vyrabét piipravky na bazi ptirodnich surovin. Proto je i cilem
této prace priprava takového alternativniho antimikrobniho gelu, u néhoZ byly ucinnou
latkou esencialni oleje a kyselina mandlovd a déle predev§im jeho testovani stability
s ohledem neje na jeho strukturni zmény. Tyto alternativni suroviny nejenze vynikaji dob-
rou antimikrobni ucinnosti i v gelové formulaci, ale také poskytuji piijemny senzoricky
efekt, na rozdil od geld na bazi alkoholu. JelikoZ se v§ak jedna o piirodni olejové latky,
potykdme s problémem jejich stability, a to pfedevSim z hlediska degradace olejt, kterad
muze hrozit predevSim v piipadech vystaveni takovychto ptipravka zvysené teploté. Tyto
slozky s sebou mohou nést ale i dalsi technologické vady, které se mohou projevit na vy-
sledném vzhledu ptipravku, ktery nebude pro spotiebitele piilis ptiznivy. Dalsi nevyhodu
mohou alternativni suroviny pfinaSet z hlediska hrozicich alergickych reakci na danou
ucinnou latku v ptipravku. Takovéto a mnoho dalSich aspekti musi vyrobcei pii vyvinu no-
vych piipravkil zohlednit, coz neni mnohdy jednoduchou a rychlou zaleZitosti, doprovaze-

nou navic i mnohymi komplikacemi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

|. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 GELOVE FORMY

Gelové formy jsou v dnesni dobé pomérné rozsitenym druhem kosmetickych ptipravki
a pripravkl pro osobni hygienu. Gely jsou vétSinou Cirého charakteru, obsahuji razny podil
vody, poptipadé latky tukové povahy. Nejcastéjsim piikladkem takovychto piipravkd muize
byt nepfeberné mnozstvi gelt pro oSetfeni pokozky rukou, gely na holeni, vlasové stylin-
gové gely a mnoho dalSich. Kosmetické gely jsou Siroce vyuzivany predevsim diky snadné

aplikaci, roztiratelnosti a vstiebatelnosti [1, s. 126].

1.1 Definice gelu

Gely jsou koloidn¢ disperzni systémy, tvofené trojrozmérnou siti, vytvaiejici souvislou
strukturu, kterd prostupuje celym disperznim prostiedim. Navenek se jednd o stejnorodé
systémy, ve kterych jsou dispergované c¢éstice koloidnich rozmérii fixovany a pohyblivé
jsou pouze s celym objemem gelu. Dispergované Castice stejné jako dispergované prostiedi
vytvaieji u gelu kontinualni fazi. Navenek se toto uspofadani projevuje tak, ze gely maji
mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav ptesto, ze disperzni prostiedi je kapal-
né (gely jsou elastické nebo alespon plastické). Spojovanim disperznich ¢astic je vlivem
fyzikalnich a chemickych sil tvofena prostorova sit’ [2, s. 3], [3, s. 36], [4, s.551],
[5,s. 162].

Gely maji charakter tuhych nebo polotuhych soustav rosolovité povahy, vznikaji rozpuste-
nim siln¢ solvatujicich latek (polymery a jiné zahustuyjici latky o vysoké molekulové hmot-
nosti) v kapaling. Jedna se obecné o piipravky na bazi vody [2, s. 3], [3, s. 36], [4, s. 551],
[5, s. 162].

1.2 Klasifikace geli

Gely lze rozdélovat dle riznych hledisek. Nejcastéji byvaji déleny na reverzibilni
a ireverzibilni, tedy podle schopnosti navratit se po vysuseni do pivodniho stavu. Reverzi-
bilni nebo také elastické gely zmensuji svilj objem vysousenim a piechazi na kompaktni
xerogely, které jsou schopny pifechdzet do puvodniho gelovitého stavu pii styku
s disperznim prostiedim, popfipadé jinymi kapalinami. Ireverzibilni gely vznikaji gelatini-
zaci lyofobnich soli, nelze je pfi styku s disperznim prostfedim vratit do ptiivodniho stavu

po vysuseni [3, s. 36-37], [4, s. 551-553].
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Dale 1ze klasifikovat gely podle chemického slozeni disperzniho podilu, a to na organické
a anorganické. Podle charakteru disperzniho prostfedi na hydrogely, kdy disperzni prostredi
tvoii voda a organogely, jejichz disperzni prostiedi tvoii organicka kapalina, dale pak lipo-
gely sdisperznim prostfedim tvofenym latkami tukové povahy [4, s. 551-553],
[6, s. 216-220].

1.2.1 Reverzibilni gely

Prostorové struktura reverzibilniho gelu je tvofena siti makromolekuldrnich fetézca spoje-
nych v mistech, které se nazyvaji uzly. Reverzibilni gely mohou vznikat botnanim xerogelti

nebo gelaci roztokt linearnich polymeru [4, s. 553-554], [7, s. 80-89].

Spojovanim molekularnich fetézch v koloidnich roztocich neboli gelaci vznikaji jak che-
micky, tak fyzikaln¢ sitované gely. Chemicky sitované gely vnikaji zesitovanim linearnich
polymert za pfitomnosti sitovaciho ¢inidla nebo vhodné usporadanou polymeraci mono-
mert. Fyzikalné sitované gely vznikaji ptisobenim napiiklad van der Waalsovych sil, kdy

dochazi ke spojovani polymernich fetézct do uzla [4, s. 553-554], [7, s. 80-89].

Termoreverzibilitu vykazuje vétSina fyzikalné sitovanych geld, tzn. gely, které vznikly
ochlazenim roztoku lze ohfatim pievést znovu na roztok. Teplota, pii které dojde
Kk vytvofeni gelové sit€, se oznacuje jako teplota tuhnuti nebo také bod gelace. Bod zteku-
ceni nebo tzv. teplota tani je teplota, pfi které nekonecna sitovita struktura vymizi. Teplota
ztekuceni je pro vétSinu geld o 10 az 20 °C vyssi nez teplota tuhnuti [4, s. 553-554],
[7, s. 80-89].

1.2.2 TIreverzibilni gely

Po vysuSeni ireverzibilni gely zaujimaji ptiblizn€ stejny objem jako plvodni lyogely,
jsou vsak porézni. Maji schopnost absorbovat pomérné velké mnozstvi kapaliny, ptesto
nedochdzi k botnani. Ireverzibilni gely vznikaji gelaci lyofobnich solt. Nazornym piikla-

dem ireverzibilnih gelu mize byt napiiklad silikagel [4, s. 554-556].

Disperzni prostfedi u téchto geli je uzavirano v mezerach prostorové sité. Prostorova sit’
vznikd vzajemnym spojovanim téch mist ¢asti, u kterych doslo ke ztraté stability povrchu,

¢aste¢nym naruSenim ochranné vrstvy disperznich ¢astic [4, s. 554-556].
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1.2.3 Hydrogely

Hydrogely se fadi mezi sitované polymery, které diky své hydrofilni povaze mohou absor-
bovat velké mnozstvi vody. Schopnost hydrogelti absorbovat vodu vychazi z hydrofilnich
funkénich skupin navazanych na polymerni kostru, zatimco jejich odolnost proti rozpous-

téni vznika z pficnych vazeb mezi fetézci sité [8, s. 1-8], [9].

Béhem poslednich dvou desetileti, byly postupné ptirodni hydrogely nahrazeny syntetic-
kymi, a to diky svym lepsim funk¢énim vlastnostem, mezi které patii dlouha Zivotnost, vel-
mi dobra absorpcni schopnost vody a vysoka pevnost gelu, také si zachovavaji stabilitu

pfi silnych vykyvech teplot [9].

Hydrogelové vyrobky pro hygienické aplikace jsou zalozeny zejména na kyselin¢ akrylové
a jejich solich, methylceluloze nebo neionickych celulozovych etherech. Do hydrogeli mo-
hou byt pridavany rizné latky, mezi které patii humektanty, uréeny predevsim k zabranéni
dehydratace povrchovych vrstev kiize. K dehydrataci mize dochazet po opakované aplikaci
hydrogelt, kdy dochazi k odpafovani rozpoustédla z povrchu kiize, coz se mize projevit

mirnym ochlazujicim u¢inkem [2, s. 3], [9], [10].

1.2.4 Lipogely

Lipogely nebo takzvané olejové gely jsou gely, kde vnéjsi fazi tvoii oleje, latky tukového
charakteru, rizné druhy vosku, parafinovych uhlovodikt a vazeliny. Jako gelotvorna latka
se zde muze uplatiovat naptiklad koloidni oxid kiemicity. Vzhledové se pievazné jedna

0 transparentni gelové zaklady [11].

1.3 Druhy gelotvornych latek

Gelotvorné latky patii mezi nejcastéji pouzivané latky pii vyrobé kosmetickych piipravka.
Primarnim tc¢elem gelotvornych latek je zlepSeni konzistence a vzhledu vyrobku zvySenim
jeho viskozity. V kosmetice se bézné pouzivaji podobné gelotvorné latky jako v potravi-
narstvi, které mohou byt jak pfirodniho, tak syntetického ptivodu. Dnes je Siroce vyuzivano
ve vod¢ rozpustnych polymerd. Mezi piirodni polymery se fadi pfedev§im polysacharidy
a jejich chemické derivaty. Do polymernich polysacharidovych gelotvornych latek se fadi
guarova guma a jeji derivaty, karubin, celulozové derivaty a xantanova guma. Syntetické

polymery, které se pouzivaji, jsou vétSinou na bazi akrylati a mohou byt zesiténé
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nebo rozpustné v alkaliich, ¢i v botnajicich formach. Jako gelotvorna latka v dezinfekénich

a antimikrobnich gelech se nejcastéji vyuziva carbomer [12], [13, s. 4].

1.3.1 Carbomer

Carbomer, komer¢né dostupny jako Carbopol nebo Polygel CA, se fadi do skupiny gelo-
tvornych latek zalozenych na bazi kyseliny akrylové. VétSina Carbomert jsou homo- a ko-
polymery kyseliny akrylové, zesitované s polyalkenylpolyetherem a vykazuji vysokou mo-
lekulovou hmotnost. Carbomert existuje n€kolik forem, navzajem se lisici molekulovou
hmotnosti. VSechny formy jsou k dispozici bud’ jako suché, bilé prasky s mirné¢ kyselym
zapachem nebo jako kapaliny [7, s. 80-89], [14, s. 17-18].

Carbopolové gely vznikaji rozptylenim mikrogelovych ¢astic ve vodném roztoku a nasled-
nym neutralizovanim hydroxidem sodnym nebo triethanolaminem, kdy v dtsledku ionizace
feté¢zce polyakrylové kyseliny dochazi k botnani. K efektivnimu gelovaténi a zvySeni vis-

kozity mize dojit pouze tehdy, zvysi-li se hodnota pH nad 5 [7, s. 80-89], [14, s. 17-18].

V kosmetice a toaletnich piipravcich se nejcastéji pouzivaji formy Carbomerti 941, 934
a 940. Oproti ethertim celuldzy jsou méné nachylné k mikrobialni kontaminaci. K nevyho-
dam Carbomeri patii neslucitelnost s kationickymi povrchové aktivnimi latkami a vyrazné
snizeni viskozity v ptitomnosti elektrolyti. Z tohoto divodu je jejich pouziti omezené
ke stabilizaci produktli na bazi detergent. NejCasteji se Carbomery aplikuji pfi vyrobé
¢irych kosmetickych gelti nebo pro stabilizaci a zvySeni viskozity neionickych emulznich
pfipravkd. Pouzivaji se v koncentracich nizsich nez 1 %, V zavislosti na typu pfipravku

a pozadované vysledné viskozité [7, s. 80-89], [14, s. 17-18].

Na zaklad¢ odbornych studii je pouziti Carbomert v kosmetickych piipravcich bezpecné
i pti vysokych koncentracich, jelikoz vykazuji nizkou schopnost iritace a senzibilizace ki-
ze. Dale byla prokazana jeho nizka pravdépodobnost vzniku fototoxicity a fotokontaktni

alergie. Struktura Carbomeru je znazornéna na Obr. 1. [15], [16, s. 5].
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Obr. 1. Struktura carbomeru [16]

1.3.2 Methylceluloza

Methylceluloza (MC) je ptirodnim polymerem a zaroven nejjednodussim derivatem celu-
16zy. Tento derivat ma namisto hydroxylovych skupin methoxy skupiny. Rtizné druhy MC
lze vytvaret na zaklad¢ poctu nahrazenych hydroxylovych skupin. Stupen substituce (DS)
vyjadiuje pocet methoxy skupin na jednotku glukosy a miize se pohybovat od nuly do tfi.
Stupen substituce nula odpovida nemodifikované celuldze, zatimco DS tii plné substituo-
vanému fetézci. Tento polymer ma formu bilého prasku, vykazujici maly nebo zadny za-
pach. Na Obr. 2. je znazornéna obecna struktura methycelulozy [17].

oH ]
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Obr. 2. Struktura methylcelulézy [18]

Methylcelul6za nema iontovy naboj, a proto je viskozita jen malo ovlivnéna pH, zato malé
mnozstvi soli dokdze viskozitu zvysit. Methylcelul6za je povaZzovana za stabilni pro mnohé
aplikace, a to diky svému rozmezi pH, které se pohybuje od 3 do 11. Stupen zadrzeni vody
mize byt 5 az 12 hm%. Mnoho komeréné dostupnych MC ma relativné vysoky stupen sub-
stituce, coz je ¢inni pomé&rné rezistentni vici enzymim. Ve vodném prostiedi inhibuji rist

mikroorganizmi [14, s. 18].
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Pro MC je primarnim rozpoustédlem voda, rozpustnost je zcela odlisSna od anorganickych
soli. Rozpousténi MC zahrnuje botnani a hydrataci. Teplota gelace se pohybuje u MC ko-
lem 55 °C, tim padem je MC nad touto teplotou nerozpustnd. Komerc¢né dostupné MC
se rozpousti ve vodé o teploté¢ 0 az 5 °C, je ji vSak lepsi nejprve rozpustit v horké vodé

a nasledn¢ schladit, aby se piedeslo vzniku slepenci [14, s. 18], [19, s. 649].

Methylceluldza je fazena mezi pseudoplastické latky (viskozita klesa pii smykovém nama-
hani), pfesto vSak mize za urcitych podminek vykazovat Newtonské chovani. Ve zied¢-
nych roztocich MC se pfi nizkych teplotdich méni viskozita pfi smykovém namahéni
jen nepatrné. KdyZz dochazi ke gelaci na zaklad¢ zvySujici se teploty, viskozita klesa
S nartstem smykového namahdni. Pfitomnost soli toto thixotropni chovani umocni

[14, s. 18], [19, s. 649].

Nejzajimavejsi vlastnosti methylcelulézovych roztoku je jeji termoreverzibilita, neboli

schopnost tvofit gely pfi zahfevu a naslednym snizenim teploty vznikne sol [20].

1.3.3 Karboxymethylceluléza

Karboxymethylcelul6za (CMC), 1épe feCeno jeji sodna sil, je syntetizovana pomoci alka-
licko-katalytycké reakce celulozy s kyselinou chloroctovou. Tento derivat celulozy
ma na nékterych z hydroxylovych skupin glukopyran6ézovych monomert navazané karbo-
xylové skupiny (-CH2-COOH). Zakladnimi strukturnimi jednotkami CMC jsou tedy
B-(1,4)-D-glukopyrandzové polymery celulozy. Struktura CMC je znazornéna na Obr. 3.
[21, s. 360-363].
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Obr. 3. Struktura karboxymethylcelulozy [22]
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Pojem stupen substituce oznacuje primérny pocet karboxymethylovych skupin pfipojenych
ke kazdému glukopyran6zovému monomeru. Rozpustnost ve vod¢ je tedy zavisla na zave-
deni karboxymethylovych skupin podél fetézce celuldzy, coz ma za nasledek hydrataci
molekuly, tim padem je mozné CMC rozpoustét jak v teplé, tak studené vodé

[21, 5. 360-363].

Viskozita roztoku CMC je ovlivnéna rozpuSténymi latkami, piedev§im solemi. Pokud
by doslo nejprve k rozpusténi soli a nasledné piidani polymeru, sil by inhibovala rozklad

krystalickych oblasti za vzniku malo visk6zniho roztoku [23, s. 18-23].

Roztoky CMC jsou ne-newtonské, tim padem se viskozita méni v zavislosti na smykovém
namahani, od velmi viskozniho stavu po kapalny. Pokud je smykové namahani pferuseno,
okamzité¢ se roztok vraci do piivodniho stavu. Takovému chovéani se fika pseudoplastickeé,
které nastava diky tendenci dlouhych molekuldrnich fetézct orientovat se ve sméru prou-

déni pii namahani [23, s. 18-23].

1.4 Vlastnosti gelu

Gely disponuji riiznymi vlastnostmi, mezi které patii pfedev§im mechanické vlastnosti,
do nichz se fadi tixotropie, dale maji specifickou elektrickou vodivost a difuzivitu. Mezi
vlastnosti geld se také fadi jejich starnuti, které se projevuje vytékanim casti ptivodné pti-
tomné kapaliny z gelu v zavislosti na Case, nasledkem smrstujici se strukturni sité¢ gelu

[4, 5. 554-556].

1.4.1 Mechanické vlastnosti

Gely vykazuji mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, i kdyz je disperznim
prostiedim kapalina. Jsou schopny odolavat te¢nému napéti, které je zavislé na pevnosti
a koncentraci uzld. Pod urc¢itou hodnotou te¢ného napéti se gely chovaji jako elasticka tuha
télesa. Znaéné elastické jsou reverzibilni gely s kovalentnimi spoji, které obsahuji maly
pocet vazeb na jednotku objemu. Cim vice je vazeb mezi fetézci polymeru, tim mensi
je moznost zmény tvaru makromolekuly a tim rigidnéj$i je vznikla prostorova sit

[4, 5. 554-556], [6, 5. 216-220].

Nékteré gely vykazuji uréity jev, takzvanou tixotropii. Tixotropni vlastnosti vykazuji né-

které reverzibilni i ireverzibilni gely s fyzikalnimi spoji. Jsou-li sily poutajici pivodni dis-
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perzni ¢astice do sitové struktury velmi slabé, dojde mechanickym u¢inkem k pievedeni
gelu opét na sol rozrusenim slabych vazeb mezi ¢asticemi. Novy gel vznika pomalym ob-
novovanim vazeb, necha-li se ztekuceny sol stat v klidu. Pokud gely polymer obsahuji
ruzné pevné uzly, tixotropii nejevi. Nasledkem mechanického naméahani dochézi k poruse-
ni pouze méné pevnych vazeb, které po opétovném spojeni vytvori strukturu s odliSnymi

vlastnostmi [4, s. 554-556], [6, s. 216-220].

1.4.2 Difuzivita a elektricka vodivost

Nizkomolekularni latky v gelu maji o néco mensi difuzivitu nez ptivodni sol. Difuzivita
nizkomolekularnich ionti v gelech neni ovliviiovana tepelnymi konvencemi ani proudénim
diky sitovité struktute. Tvorbu Liesegangovych obrazcii v gelech umoziuje nerusena difu-
ze, kterd se projevuje napiiklad barevnymi prouzky v achatech. Tyto obrazce vznikaji
Vv ptipadé, kdy do gelu, ktery obsahuje nizkomolekularni latku, difunduje dalsi latka, ktera
sni mize tvofit nerozpustnou slouceninu, probiha srdzeci reakce jen v urcitych zénach

soustavy, které se stfidaji se zonami, v nichZ se sraZzenina netvoii [6, s. 216-220].

Malé molekuly a ionty rozpusténych latek se pohybuji v disperznim prostiedi v prostorach
mezi sitovitou strukturou disperzniho podilu téméf stejné rychle jako v odpovidajicim so-

lu. Elektricka vodivost geld zustava tedy téméf stejné vysoka jako v solu [6, s. 216].
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2 ANTIMIKROBNI LATKY

Antimikrobni latky slouzi v kosmetickych pfipravcich k redukci poctu mikroorganizmi.
Tyto latky Ize délit z nékolika hledisek, pfedevsim podle zptsobu plisobeni na baktericidni,
které usmrcuji mikroby a bakteriostatické, které potlacujici mnozeni mikroorganizmd.
Dale podle spektra Gi¢innosti na antimikrobni latky s izkym, stfednim a Sirokym spektrem
ucinku. Dal§im moznym dé¢lenim je podle mechanismu ptisobnosti, kdy antimikrobni latky
narusuji bunécnou sténu, dale mohou narusovat cytoplazmatickou membranu nebo syntézu

nukleovych kyselin a bilkovin [24].

Kosmetické ptipravky jsou heterogenni smési, obsahujici velké mnozstvi jak ptirodnich,
tak syntetickych surovin, které jsou povazovany za vhodné substraty pro pteziti a rozvoj
mnoha riznych mikroorganizmi. To je jeden z hlavnich diivodii pouziti antimikrobnich

latek v kosmetickych piipravcich [25, s. 293-295].

Kvalita kosmetickych piipravkl je zavisla predevsim na jejich Cistoté, a to z hlediska mi-
krobialni kontaminace, pfedev$im patogenni mikroflora je rizikova pro zdravi uzivatele.
Mikroorganizmy, nejen Ze mohou byt rizikové pro zdravi lidi, ale mohou také neptiznivé
ovlivitovat vlastnosti kosmetickych ptipravki, a to predev§im zménou konzistence, barvy
nebo viné. Zmény jsou zpisobeny mikrobidlnim rozkladem jednotlivych ingredienci.
Aby se predeslo negativnimu ptisobeni mikroorganizmil, kosmetické ptipravky nesmi ob-
sahovat patogenni, oportunné patogenni a toxinogenni mikroorganizmy [5,s. 105],

[26, . 155-158].

NejcastéjSimi zdroji kontaminace jsou ingredience, voda, lidské zdroje a prostfedi vyroby.
Piirodni suroviny piedstavuji mnohem vétsi riziko kontaminace oproti syntetickym. Casté-
j8im zdrojem kontaminace byva voda, ktera se vyuziva nejen pii vyrobé kosmetickych pii-
pravku, ale je i soucasti bézné udrzby vyrobniho zatfizeni. Mezi nejcastéjsi kontaminanty
vody patii pseudomonady, konkrétné¢ Pseudomonas aeruginosa a koliformni bakterie,
z nichz se nejcastéji vyskytuje Escherichia coli. Dalsi zdroj kontaminace ve vyrobé pied-
stavuji pracovnici, zvlaste ti, ktefi nedodrzuji zasady osobni hygieny nebo nevhodné nakla-
daji s vyrobky. Takovy zdroj lidské kontaminace je povazovan =za primarni,
k sekundarnimu zdroji kontaminace dochazi nevhodnym uskladnénim nebo béznym pouzi-
vanim vyrobktl uzivatelem, ktery kontaminuje pfipravek mikroflérou kiize, nejcastéji Sta-

phylococcus aureus. Minimalni riziko kontaminace by mély predstavovat vyrobni podmin-
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Ky, jelikoz se na kosmetické piipravky vztahuje Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych ptipravcich, které uklada po-
vinnost dodrzovani spravné vyrobni praxe. Podle zasad je nutno dodrzovat spravné postupy
pfi Cisténi a dezinfekci vyrobniho zafizeni i celého provozu vyroby [5, s. 105],

[26, 5. 155-158].

V dnesni dobé se ¢im dal vice zacina vyuzivat ptirodnich antimikrobnich latek (esencialni
oleje), predevsim v pfirodni kosmetice, piesto vSak chemické latky maji Cast&jsi vyuziti,
a to predevSim z divodu kontaktnich alergent, kterych je v esencidlnich olejich velké
mnozstvi. Projev u¢inku chemickych latek na mikroorganizmy zaleZi na koncentraci a dob¢
pusobeni. Antimikrobni latky nejCastéji piimo poskozuji strukturu mikroorganizmi
nebo narusuji jejich zakladni metabolické procesy, napiiklad oxidaci za pouziti slou¢enin
chloru nebo peroxidy, redukci aldehydy, hydrolyzou kyselinami nebo hydroxidy, dale pa-
sobenim alkoholti dochazi k dehydrataci nebo koagulaci bilkovin [5, s. 105],
[26, s. 155-158].

U kazdého ¢loveka ma pokozka urcity stupeil odolnosti viici vnéjSim vliviim. Negativni
vlivy opakovanym ptsobenim mohou zptsobovat podrazdéni, vedouci ke vzniku dermati-
tid nebo ekzémi, projevujici se zanéty pokozky. Plsobeni siln€ drazdivych latek na pokoz-
ku vyvolava kontaktni iritaéni dermatitidu. Opakované pisobeni takovychto latek na kizi,
ti. K rozvoji riznych typti ekzémi byva nachylnéjsi nelécend nebo nespravné osetiend po-
kozka. Velmi Castym typem ekzémi je kontaktni alergicky ekzém, vyvolany opakovanym
stykem pokozky s alergenni latkou, projevujici se svédivymi pupinky nebo puchyiky [27].

2.1 Mikroflora lidské kuze

Kiize je nejvétsim organem lidského téla, zabirajici u dosp€lého Cloveka piiblizn€ plochu
1,6 a7 2 m® a vyskytuji se na ni rozmanita stanovisté s mnozstvim zahybu a specifickych
vyklenku, které poskytuji vhodné podminky a tkryt Siroké Skaly mikroorganizmd, zahrnu-
jici bakterie, kvasinky, plisné, viry, ale i roztoce, z nichZ vétSina je neSkodna nebo dokonce
prospésna, néktera vSak patogenni. Kize ptredstavuje pomyslnou bariéru, tvofici rozhrani
mezi okolnim prostfedim, a proto chrani té€lo z mozného napadeni cizimi organizmy

nebo toxickymi latkami [28].
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Na ktizi se vyskytuji rizné typy mikrobidlnich flor, mezi které patii naptiklad rezidentni,
tranzientni a piesnd flora, zahrnujici jak nepatogenni, tak patogenni mikroorganizmy.
Tyto mikroorganizmy pii poruSeni pokozky mohou pronikat az do podkozi a vyvolat zan¢-
ty. Stala neboli rezidentni flora je tvorena mikroorganizmy vyskytujici se v urcitych oblas-
tech t€la a véku ¢lovéka, schopna se rychle obnovit v pfipadé poruseni. Pfechodna neboli
tranzientni flora kolonizujici kGzi a sliznice né€kolik hodin, dnii nebo tydnd, pochazi
z vnéjsiho prostfedi. Onemocnéni vznika tehdy, dojde-li k naruSeni normalni mikrobialni
fléry. Kontaminujici mikrofloru osidlujici pokozku kratkou dobu pifedstavuje prenosna
kozni flora, kterd se mize lehce stat florou béznou. PredevSim ruce, které jsou nejvice
v kontaktu s okolnim prostfedim pfi praci a ostatnich ¢innostech, je osidlovana celou $ka-
lou mikrobti, podstatou je vSak fada mikroorganizmi, zabezpecujici ochrannou mikrobialni

bariéru [27].

2.1.1 Rezidentni kozZni flora

Rezidentni koZni flora predstavuje vyvazeny ekosystém, kde rezidentni bakterie hraji dile-
zitou fyziologickou roli. Jednou z hlavnich vyhod rezidentni flory je ochrana kiize ¢lovéka
proti infekci. Jakakoli zména v mikrobiologické rovnovaze mize vést k negativnim du-
sledkiim. Zastoupeni rezidentni flory je velmi rozmanité a zavislé na mnoha faktorech,
mezi které patii vék, pohlavi a klimatické podminky. Mikroorganismy osidluji lidské télo
jiz od narozeni, kdy u novorozenct tvoii az 80 % kolonizujici flory koaguldza-negativni
stafylokoky. Obecné u déti prevlada spise tranzientni flora v podobé streptokokti a bacili.
Slozeni rezidentni flory se vSak s vékem méni a v obdobi puberty hojné kolonizuji kizi
anaerobni Propionibacterium, v disledku zvysujici se tvorby kozniho mazu. V prabéhu
dospivani a v obdobi dospélosti se na kizi vyskytuji mikrokoky, stafylokoky, nékteré
gram-negativni bakterie, mezi které patii naptiklad Acinetobacter. Soucasti rezidentni flory
jsou kvasinky Malassezia a Candida. V zimnim obdobi pievazuji na ktizi mikrokoky, za-

timco v 1ét¢ koryneformni bakterie [29, s. 11].

Funkce rezidentni koZzni mikroflory spociva pfedevsim v obrané vii¢i patogennim mikroor-
ganizmiim, a to jak pfimo, tak nepfimo. Mezi piimé Gcinky lze uvést produkci bakteriocidi
a toxickych metabolitli, vyCerpani zdkladnich Zivin, prevenci adheze konkurencnich bakte-

rii, degradaci toxin a mnoho dalSich [30].
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Symbiotické bakterie spolu soutéZi o ziviny, prostor a receptory. Napiiklad Staphylococcus
epidermidis navazanim na receptory keratinocytd inhibuje adhezi virulentniho Staphylo-
coccus aureus. Komenzalové mohou uvoliovat druhové specifické antibiotické latky,
znamé jako bakteriocidy. Naptiklad nékteré kmeny Staphylococcus aureus uvoliuji bakte-
riocidy inhibujici jedovaté stafylokoky. Nepiimym u¢inkem mohou bakterie vyvolat u hos-
titele zvySenou produkci protilatek, stimulovat fagocytozu, €istici mechanismy a produkci
cytokinti. Napiiklad Propionibacterium acnes uvoliiuje mastné kyseliny, ¢imz dochazi

k okyseleni prostiedi a inhibici ristu Streptococcus pyogenes [30].
Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou gram-pozitivni (G*) nepohyblivé koky, velké piiblizné 0,7 az 1,2 um,
vyskytujici se samostatné nebo ve shlucich. Radi se mezi aerobni nebo fakultativné anae-
robni bakterie, rezistentni K lysozymu a schopné rust i v prostiedi 10% roztoku NaCl. Sta-
fylokoky lze diagnostikovat plazmokoaguldzou, z ¢ehoz plyne i déleni na koagulaza-
pozitivni a negativni stafylokoky. Mezi koagulaza-pozitivni se fadi Staphylococcus aureus
a Staphylococcus lugdunensis, koagulaza-negativni jsou Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus cohnii, Staphylococcus capitis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus hae-
molyticus. Obecné patii mezi nutri¢né naro¢né organismy, vyzadujici pro svij rist zejména

dusik, aminokyseliny, vitaminy (thiamin a nisin) a uracil [31, s. 294].

Zastupci rodu Staphylococcus jsou velmi rozsifeni v piirodé. V dusledku jejich vSudypfi-
tomnosti a ptizpusobitelnosti patii mezi hlavni skupinu bakterii osidlujici kiizi, kozni zlazy

a sliznice nejen Cloveéka, ale i ostatnich savcu a ptaka [32, s. 57].

Staphylococcus epidermidis patii mezi nejrozsifenéjsi, nepatogenni a trvale vyskytujici
se druh na lidské kiazi. Vyskytuje se predevsim ve vlhkych a na vyzivu bohatych oblastech
téla. Staphylococcus hominis je také prevladajicim komenzalem lidské kuze, osidlujici ob-
lasti apokrinnich zlaz. Oproti jinym druhtim kolonizuje i sussi mista kize. Staphylococcus
capitis osidluje v dospélosti oblast obli¢eje, zevniho zvukovodu a okoli mazovych Zlaz.

V pubert¢ se vyskytuje pfedevsim na pokozce hlavy [33, S. 6].

Oproti vySe uvedenym druhtim stafylokoku, patii Staphylococcus aureus mezi koagulaza-
pozitivni stafylokoky, ktery je znam jako lidsky patogen, zodpovédny za celou fadu koz-
nich onemocnéni. U tfetiny populace je béZnym komenzalem na kuzi, predevsim v okoli

nozder, axily a perinea. Zptsobuje Siroké spektrum onemocnéni od pyodermii az po zavaz-
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néjsi zanéty vnitinich organd a sepse. Obecné se jedna piedev$im o pyodermie neboli hni-
savé kozni infekce. Mezi nejbéznéjsi epidermalni infekce u déti patii impetigo, které mize
byt zptisobeno bakteriemi Staphylococcus aureus nebo Streptococcus pyogenes. Impetigo
je vysoce pienosnd, povrchova infekce zacinajici jako puchyiky, prechazejici do medové
zbarvenych krust, vyskytujici se na obli¢eji a koncetinach. U dospélych postihuje infekce
pouze jedince se slabou hygienou. Dale mohou zpusobovat povrchové nebo hluboké foli-
kularni infekce postihujici folikuly kdekoli na téle, kde se vyskytuje ochlupeni, véetné vou-
saté Casti obliceje. Povrchova infekce se nazyva folikulitida projevujici se zanétlivymi
pustulami, kterymi prochazi chlup a erytémovou zoénou v okoli folikulu. Pokud dojde
K postizeni hlubsich ¢asti folikul, mize to vést ke vzniku furunkulti v podobé bolestivych
pustul s nekrotickym ¢epem, konéici abscesem. Dale mohou onemocnéni vyvolavat stafy-
lokokové toxiny. Onemocnéni zplisobené témito toxiny Se projevuje napiiklad syndromem
toxického Soku nebo stafylokokovou enterotoxikozou [30], [32, s. 58-59], [33, s. 6].

Rod Micrococcus

Mikrokoky se fadi mezi G* a katalaza-pozitivni koky. Tvarem bunék a morfologickym
vzhledem se podobaji stafylokokiim. Vyskytuji se v parech, tetradach nebo nepravidelnych
shlucich. Produkuji karotenoidni pigmenty a jsou mirné¢ halotolerantni. Nejsou patogenni
a primarné kolonizuji kzi vSech savcu, sliznice a Ustni ¢ast hltanu. Mohou zpusobovat

infekce u pacientu s oslabenou imunitou [34, s 216].

Z lidské kuze byly izolovany druhy, mezi které patii napiiklad Micrococcus luteus, Micro-
coccus varians, Micrococcus kristinae nebo Micrococcus sedentarius. Nejcetnéjsim dru-
hem je Micrococcus luteus, ktery ve vzacnych piipadech byl spojen s endokarditidou, me-

ningitidou, pneumonii a septickou artritidou [30], [34, s 216], [35].
Rod Propionibacterium

Zastupci rodu Propionibacterium jsou G*, nesporulujici, nepohyblivé, podlouhlé ty¢inky
s kyjovitym vétvenim. Co se tyCe potieby kysliku, fadi se mezi fakultativné anaerobni
nebo aerotolerantni bakterie s variabilni toleranci ke kysliku. Tyto bakterie produkuji
Vv pribéhu fermentace velké mnozstvi kyseliny propionové. V membranovych lipidech ob-
sahuji menachinon (vitamin K5) a nasycenou mastnou kyselinu C15 (kyselina pentadeka-
nova) [36, s. 4].
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Na rozdil od vétSiny komenzali snasi anaerobni podminky, a proto mohou riist hluboko
v adnexalnich strukturach. U zdravych dospélych tvofi relativné stabilni dominantni slozku
mikroflory pilosebacedznich jednotek (napft. vlasovy folikul a mazové zlazy). Na kizi mo-
hou byt ptitomny Propionibacterium acnes, Propionibacterium avidum, Propionibacteri-

um granulosum [30].

Mezi nejznaméjsi a hojné se vyskytujici druh patii Propionibacterium acnes, ktery se nej-
Castéji vyskytuje na kizi, spojivkovém vaku a zazivacim traktu. Je zhruba osmkrat ¢astéji
piitomen na aknetickych viidcich nez Propionibacterium granulosum, a proto se fadi mezi
jeden z faktort patogeneze Acne vulgaris neboli chronického zanétlivého onemocnéni ma-
zovych z1az a vlasovych folikulii. Déti mladsi nez 10 let jsou ziidka kolonizovany P. acnes
a az stonasobné zvySeni koncentrace P. acnes nastava v obdobi puberty S ndstupem sekrece

kozniho mazu [35].
Koryneformni bakterie

Koryneformni bakterie patii mezi G*, pleomorfni bakterie kyjovitého tvaru, které nejsou
pohyblivé a netvoii spory. Radi se mezi fakultativn& anaerobni bakterie. Vétsina izolati
z kize nalezi do rodu Corynebacterium a Brevibacterium. Dale se zde mohou zafazovat

také Propionibacterium sp. a Dermabacter sp. [30].

Korynebakterie mohou byt ozna¢ovany terminem diphteroidy a jsou klasifikovany do &ty
skupin, lipofilni nebo nelipofilni diphteroidy, anaerobni diphteroidy, diphteroidy produku-
jici porfyriny a na ty, které maji nékteré keratolytické enzymy a jsou spojeny s infekcemi
podpazniho ochlupeni (Trichomycosis axillaris). Lipofilni organizmy preferuji oblasti bo-
haté na lipidy nebo kozni maz. Tyto organizmy primarné kolonizuji podpaZzi, neprodukuji
toxiny a zahrnuji naptiklad druhy Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium jeike-
num, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium striatum, Corynebacterium urea-
lyticum, Corynebacterium xerosis. Nelipofilni kmeny se spiSe vyskytuji na hladké pokozce.

Anaerobni jsou nejcastéji v oblastech bohatych na mazové Zlazy [30], [35].

Dermabacter sp. a Brevibacterium sp. preferuji vlhkou, neochlupenou pokozku. Brevibac-

terium sp. produkuje metantiol, ktery je pfi¢innou zapachu nohou [30].
Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické aerobni a heterotrofni organizmy, charakteristické tvarem

a zpusobem mnozeni, kterym je puceni. Nékteré z mnoha tisice druhit mohou byt patogenni
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a zpusobovat onemocnéni ktize, podkozi nebo systémova onemocnéni. Zvlasté nebezpecné

jsou zejména rody Candida [37, s. 166].

Rod Candida se vyznacuje rozmanitym tvarem bun¢k. VétSinou se rozmnozuji multilate-
ralnim pucenim, tvoii ovalné blastospory velikosti 4 az 6 pm. Osm druhti z nich zpusobuje
onemocnéni ¢lovéka, z nichZ nejéastéjSimi pavodci jsou C. albicans, C. tropicalis, C. kru-

sei, C. dublinesis, C. glabrata atd. [37, s. 166].

Candida albicans se bézn¢ vyskytuje u zdravych lidi v symbioze s ostatnimi mikroorga-
nizmy ve stfevni a ustni mikroflotre. Infekce zpisobené timto druhem kvasinky, pfipadné
jinymi druhy rodu Candida se nazyvaji candidasis neboli kandidozy. Zptsobuji piedevsim
povrchové infekce sliznic a kiize, mohou ale vznikat i zdvazné&jsi, zivot ohrozujici systé-
mové¢ infekce vnitinich organt. V zavislosti na ménicich se podminkach rlstu jsou schopny
reverzibilniho pfechodu z vegetativni formy blastické do hyfalni. Hyfalni faze rastu se na-
chézi pfi zanétlivych postizenich sliznic, zatimco blastické faze je typickd pro komenzalni

osidleni kuize a sliznic [38, s. 209].

Rod Malassezia je lipofilnim druhem kvasinek, které jsou béZznou souéasti normalni kozni
flory a dalSich teplokrevnych zivocicht. Tyto kvasinky rostou za aerobnich, anaerobnich
a mikroaerofilnich podminek, diky tomu mohou kolonizovat jakoukoli oblast kiize. Buné¢-
na sténa je vicevrstevna, a proto je mnohem silngj$i nez u jinych kvasinek. Skladaji
se z mannoproteint, lipidd a chitinu. Na kuzi zdravych jedinci Ize nalézt druhy, jako jsou
naptiklad M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. slooffiae, M. re-
stricta a M. obtusa. Vsechny druhy s vyjimkou M. pachydermatis vyzaduji pro riist mastné
kyseliny, které ziskavaji pfimo z kozniho mazu nebo z produktii vylu¢ovanych jinymi koz-

nimi organizmy [39, s 2-3], [40, s 73-75].

Kolonizace kvasinkami rodu Malassezia se zvySuje po puberté, v zavislosti na zvySujici
se produkci koZzniho mazu. Také jsou povaZzovany za mozné faktory virulence, a to diky
produkci lipoxygenaz, lipaz a fosfolipid. Fosfolipidy uvoliiuji kyselinu arachidonovou
z epitelovych bunék a jeji metabolity mohou vyvolavat zanéty ktize. Pravdépodobné hraji
také roli v organismu, v pfipadech mnoha zanétlivych onemocnéni kuze, v¢etné atopické

dermatitidy, seboroické dermatitidy a folikulitidy [39, s. 73-75].
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2.1.2 Tranzientni koZni fléra

Tranzientni kozni fléra nebo tzv. piechodnd kozni flora obvykle nekolonizuje kizi,
ale je docasné piitomna v dasledku povrchového zneéisténi. Piechodné mikroby nejsou
schopny vytvaret trvalé zivotaschopné a reprodukujici se populace, a proto nekolonizuji
ktzi trvale. Pocty tranzientnich bakterii, které se obvykle nachazeji na vnéjSich vrstvach
kaze, jsou omezeny na minimum, v dusledku neustalé deskvamace kiize a také rutinnimu
myti rukou. Rezidentni kozni floru Ize nalézt ve vice chranénych mistech, jako jsou napfi-
klad vlasové folikuly, to ji zarucuje vyssi odolnost viici béznému myti mydlem a Cisticimi

pripravky [41, s. 6], [42], [43, s. 100].

Mezi piechodnou kozni floru se fadi rody Streptococcus, Enterococcus a Escherichia, dale
pak rod Bacillus nebo Pseudomonas. Soucasti tranzietni flory muze byt Staphylococcus

aureus, v¢etn¢ druhu methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus [41, s. 6].
Rod Streptococcus

Streptokoky se fadi mezi fakultativné anaerobni G*, kataldza negativni koky usporadany
do dvojic a fetizkli. Nékteré druhy jsou primarné patogenni. Velkou skupinu tvoti druhy
podminéné patogenni. Zejména B-hemolytické streptokoky jsou jen ziidka soucasti nor-
malni flory. Nedostatek B-hemolytickych streptokokii na kizi je pfisuzovan piitomnosti
lipidu, které jsou pro streptokoky letalni. Jsou soucasti normalni flory sliznic a dutiny astni,
konkrétné se jedna o a-hemolytické streptokoky. Dale kolonizuji horni cesty dychaci, vagi-
nalni sliznici a zazivaci trakt [35], [44, s. 204-205].

Zastupce Streptococcus pyogenes je primarné patogenni pro ¢loveéka a ¢loveék je jedinym
pfirozenym zdrojem infekce. Zpisobuje pievazné infekce respiracniho traktu v oblastech
mirného pésu, zatimco v teplych oblastech jsou Castéj$i kozni infekce. Povazuje se za pu-
vodce faryngitid, spaly, infekci kiize a podkozi, konkrétné se jedna o pyoderma a erysipel
[44, s. 204-205].

Rod Pseudomonas

Zastupci rodu Pseudomonas se fadi mezi nesporulujici, nefermentujici aerobni
gram-negativni (G") ty€inky, pohyblivé pomoci bi¢ikd, dlouhé piiblizné 1,5 pm. Jedna
se o ubikvitni, neboli vSudy pfitomné bakterie se zna¢nou schopnosti adaptace. Nejcast¢j-
Simi zdroji jsou voda, biofilm na vyrobnim zafizeni a nedostatecnd sanitace. Vyznam

pro ¢lovéka ma predevsim P. aeruginosa zpusobujici infekce kize a popalenin, dale mize
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byt ptivodcem infekci urogenitalniho a respiracniho traktu. V tlustém stievé je soucasti
normalni flory. Ostatni druhy jsou pro ¢loveéka nepatogenni a patii mezi pidni a vodni mi-

kroorganizmy nebo mezi rostlinné patogeny [37, s. 85].
Celed’ Enterobacteriaceae

Celed” Enterobacteriaceae patii mezi G~ asto pohyblivé ty¢inky, které nejsou naroéné
na vyzivu. Tato Celed je fakultativné anaerobni se schopnosti fermentovat. Tvoii malou
¢ast kozni flory. Na kazi se vyskytuji prevazné ve vlhkych itertrigindznich oblastech, me-
zi které patii podpaZzi a oblast mezi prsty. Vysouseni je hlavnim faktorem branici mnozeni
G bakterii na neporusené kuzi. Enterobacter, Klebsiella, Escherichia coli a Proteus spp.
jsou hojné se vyskytujici G organizmy na povrchu kuze. Daji se identifikovat pomoci bio-
chemickych testl. V kosmetickych piipravcich se predev§im vyskytuji druhy jako napfi-
klad Serratia marcescens, Proteus mirabilis a Escherichiae coli, dale pak rody Proteus
a Klebsiella [35].

Sporulujici bakterie

Hlavnimi zastupci sporulujicich bakterii jsou rody Bacillus a Clostridum. Anaerobni sporu-
lujici rod Clostridium patii mezi G* ty¢ky a vyskytuje se v pidé a ve stolici zvifat a Glove-
ka. Produkuji exoenzymy, které ve tkanich zpisobuji infekce, pfedev§im anaerobni myo-
nekrozy. Mezi nebezpecné onemocnéni zpusobené klostridiovymi exotoxiny patii tetanus
a botulizmus. Zvlasté nebezpecna pro ¢loveéka je anaerobni myonekroza, spiSe znama
pod nazvem plynata snét’, jejimz pivodcem je piedev§im toxin produkovany C. perfrin-
gens. Rod Bacillus se fadi mezi aerobni sporulujici G* ty&inky. Jeho piislusnici jsou bézné
pfitomni v pfirodé, zejména v pud¢. VéEtsSina druhll je nepatogennich, vyjimku tvoii Ba-
cillus anthracis, zcasti Bacillus cereus. Mnoho druhti se vyuziva K primyslové produkci
antibiotik. Bacily produkuji endospory, odolné vici teplu, radiaci a dezinfek¢nim piiprav-

kim [37, s. 97-99], [44, s. 227].

2.2 Druhy antimikrobnich latek pouZivanych v antimikrobnich gelech

Antibakterialni gely Ize rozdélit do dvou skupin, a to na gely na bazi alkoholu a gely
bez obsahu alkoholu. 1zopropylalkohol a ethanol patii mezi dvé nejéastéji pouzivané latky
Vv dezinfek¢nich ptipraveich. Ethanol o koncentraci 60 az 80 % spolehlivé inhibuje mikro-

organizmy, také kombinace s izopropylalkoholem je rovnéz G¢inna. Gely na bazi alkoholu
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zaujimaji Siroké uplatnéni pfedevsim ve zdravotnickych zatizenich jako dezinfek¢ni Cinidla

[45].

Alternativou gelii na bazi alkoholu jsou gely bez alkoholu, kde u¢innou slozku alkoholu
nahrazuje triclosan nebo benzalkonium chlorid. Benzalkonium chlorid vynika svymi anti-
septickymi Uc¢inky, a proto je vhodny k prevenci infekci zplisobenych drobnymi poranéni-
mi. Triclosan mé antibakterialni a fungicidni u¢inky. Kombinace téchto dvou latek je ucin-
na proti Staphylococcus aureus, plisnim, kvasinkam a prvokiim. Dale hojné vyuZivanou
slozkou v kosmetickych vyrobcich zaujima methylparaben, ktery vykazuje dobrou antimi-
krobni aktivitu. Je pfedevS§im ucinny proti houbam, dale proti bakteriim, a to konkrétné
grampozitivnim druhtim. I pfes ¢etné vyhody methylparabent jako uc¢innych konzerva¢nich
latek, nekteré studie naznacuji, Ze mohou predstavovat potencidlni riziko pro lidské zdravi.
Alternativni zptsob, jak vyfesit problém mikrobialni Cistoty kosmetickych ptipravki
je pouziti sloucenin, které nejsou konzervaénimi latkami, ale také vykazuji antimikrobni
aktivitu. Mezi takové slouceniny se fadi latky ptirodniho ptivodu, a to konkrétn¢ rostlinné
extrakty a esencialni oleje, u nichZ byla prokézana antimikrobni uG¢innost. Diky tomu,
lze tyto pfirodni latky GspésSné vyuzit v kosmetickém primyslu jako antimikrobni ¢inidla

[45], [46, s. 232].

2.2.1 Alkoholy

Alkoholy se fadi mezi nejcastéji vyuzivané aktivni latky v antimikrobnich gelech a dezin-
fek¢nich ptipravcich, které jsou v dnesni dobé hojné vyuzivany z divodu jejich snadného
pouziti. Takovéto dezinfek¢ni ptipravky jsou velmi efektivni pro rychlé zniceni n¢kterych
patogeni, a to konkrétné¢ gramnegativnich bakterii na lehce znecisténych rukou

[47, 5. 2129-2131].

Optimalni koncentrace alkoholu v dezinfekénich pfipravcich se pohybuje v rozmezi
60 az 95 %, z toho plyne, Ze ucinnost proti mikroorganizmiim se zvysSuje se vzrustajici
koncentraci alkoholu. Nevyhodou pouzivani vysokych koncentraci alkoholu
Vv dezinfek¢nich ptipraveich je pii jejich opakovaném pouzivani nadmérné vysusovani po-
kozky rukou, a proto je vhodné pfidavat k takovymto ptipravkiim glycerol nebo obdobnou

hydratacni slozku, aby se podrazdéni kiize zabranilo [47, s. 2129-2131].

Antisepticky efekt dezinfekénich piipravka na bazi alkoholu se 1isi v zavislosti na druhu

pouzité¢ho alkoholu, jeho koncentraci, pouzitém mnoZzstvi a expozi¢ni dobé. Pouziti malych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

mnozstvi alkoholu v kombinaci s kratkou dobou schnuti se vyrazn¢ snizuje ¢innost, zv1as-
té¢ v ptipadé znecisténi rukou organickym materidlem (Spina a mastnota) nebo viry

[47, 5. 2129-2131].

Vétsina dezinfekénich piipravkl na bazi alkoholu obsahuje izopropylalkohol, ethanol, pro-
panol nebo kombinaci téchto latek. Ptipravky, které obsahuji 50 az 70 % izopropylakoholu
nebo ethanolu jsou G&inné ke snizovani poétu baterii na kontaminovanych rukou. Uginnost
ptipravkl na bazi alkoholu proti virim je omezend, napiiklad proti rotavirim nebo virim

zpusobujici hepatitidu A G¢inné nejsou [47, S. 2129-2131].

Gely nebo dezinfekéni roztoky na bazi alkoholu mohou po aplikaci na pokozku rukou sni-
zovat pocty bakterii o 3,5 logaritmického fadu po 30 sekundach nebo o 4 az 5 logaritmic-
kych fadi po 1 minut&. Cas potiebny pro inaktivaci viri je natolik dlouhy, Ze alkohol

jiz na kazi neni aktivni [47, s. 2129-2131].

Antimikrobni aktivita gelil na bazi alkoholu je obvykle niz8i nez u kapalnych ptipravki,
z diivodu pouziti gelotvorného Cinidla, nejcastéji kyseliny polyakrylové (Carbomer) a ne-
utralizatoru (polyamin), které do jisté miry mohou ovliviiovat mnoZstvi zac¢lenéného alko-
holu do ptipravku nebo gelotvorna sit’ miize branit v uvolnovani alkoholu, ¢imzZ se snizuje
ucinnost ptipravku. Z téchto divodi je vhodngjsi ve formulaci pouzit minimalné 80 %

roztok alkoholu [48, s. 223].

2.2.1.1 Ethanol

Nedenaturovany ethanol se pouziva jako ochucujici slozka nebo jako rozpoustédlo v oblas-
ti 1éCiv. V kosmetice se pouziva specialné denaturovany alkohol, skladajici se z ethanolu
S riznymi piimésemi. Konkrétni pifimési zavisi na typu vyrobku. Ethanol je pfitomen
ve vysokych koncentracich v nékterych produktech osobni hygieny, jako jsou napiiklad
laky na vlasy, ustni vody, parfémy, kolinské vody a vody po holeni [ 49, s. 127].

Ethanol je zndmé antimikrobidlni ¢inidlo, které bylo poprvé doporuceno pro oSetieni po-
kozky rukou v roce 1888. Ma silnou okamzitou baktericidni G¢innost, ktera je pozorovana
jiz u 30% roztoku a se zvysujici se jeho koncentraci se Gi¢innost zvysuje. Uinnost proti
S. aureus, E. faecium nebo P. aeruginosa je vyssi pti pouziti 80% roztoku ethanolu nez pti
pouziti 95% roztoku. Déle je také G€inny proti riznym druhim mykobakterii, houbdm

véetné kvasinek a dermatofytim. Spektrum virucidni aktivity je do zna¢né miry zavislé
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na koncentraci ethanolu, protoZze vyssi koncentrace ethanolu maji lepsi Gi¢innost. Nevyho-
dou ethanolu je jeho nedostate¢na aktivita vi¢i sporam bakterii. Ethanol je méné cytoto-

xicky a méné drazdivy nez propanol nebo izopropylalkohol [50, s. 875-879].

2.2.1.2 Benzylalkohol

Benzylalkohol je klasifikovan jako antimikrobni konzervac¢ni Cinidlo. Je bakteriostaticky
a mirné Géinny proti G* bakteriim, plisnim, houbam a kvasinkam. PouZiva se jako solubili-
zacni ¢inidlo ve vodnych nebo olejovych ptipravcich. Ve vyssich koncentracich se pouziva
jako lokalni anestetikum a dezinfekéni ptipravek. Ruzné kosmetické piipravky mohou ob-

sahovat benzylalkohol jako konzervant, vonnou slozkou nebo rozpoustédlo [ 49, s. 47].

2.2.1.3 lzopropylalkohol

Izopropylalkohol je druhou nejcastéji pouzivanou latkou v dezinfekénich gelech. Bakteri-
cidni aktivita je jiz pti 30% koncentraci roztoku a se zvysujici se koncentraci se uc¢innost

navysuje [50, s. 875-879].

Izopropylalkohol o koncentraci 60 az 70 % ma pomérné¢ malou ucinnost proti rezidentni
kozni flote, uCinnost se ale zvySuje s prodluzujici se dobou aplikace (3 az 5 minut) a vyssi
koncentraci izopropylakoholu (80 az 90 %). I pfes tato zjisténi ma 60% roztok izopropyla-
koholu lepsi baktericidni G€inek na rezidentni koZni floru nez dezinfekéni mydla na bazi
chlorhexidinu nebo triclosanu. Také se osvédcil izopropylalkohol (60 az70 %) k odstranéni
aerobnich G bakterii z pokozky rukou v porovnani s béznym mytim mydlem. Izopropyla-

kohol samotny vSak nema uc¢innost proti sporam [50, s. 875-879].

2.2.2 Hydroxy kyseliny

Hydroxy kyseliny patii mezi ¢asto vyuzivané kosmetické ingredience. DéEli se na a-hydroxy
kyseliny, B-hydroxy kyseliny a poly-hydroxy kyseliny. V kosmetice se pouzivaji predevsim
a-hydroxy kyseliny (AHA) [51, s. 16].

Hydroxy kyseliny a to konkrétné¢ AHA, jsou tfidou chemickych sloucenin, které se skladaji
z karboxylové kyseliny s hydroxylovou skupinou na sousedicim uhliku. Mohou byt ptirod-
niho nebo syntetického ptivodu. Obecné patii mezi slabé kyseliny, které ve vodnych rozto-
cich nejsou schopny zcela disociovat, proto se jejich sila odvozuje od jejich disociaéni kon-

stanty K, ktera nabyva velmi nizkych hodnot [52, s. 9].
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Jsou soucasti vyrobkl redukujici vrasky nebo ptiznaky starnuti a celkové zlepsuji vzhled
ktze. Také se hojné¢ vyuzivaji v chemickych peelingovych pfipravcich. Mezi nejcastéjsi
AHA se tadi kyselina glykolova, kyselina mlécna, kyselina citronova a kyselina mandlova

[52,s. 9].

2.2.2.1 Kyselina mandlova

Kyselina mandlova neboli kyselina fenylglykolova (Obr. 4.), fadici se mezi aromatické
a-hydroxy kyseliny, je bila krystalicka latka, rozpustna ve vod¢ a vét$iné€ organickych roz-
poustédel. Predevsim v Iékafstvi se vyuziva jako antibakterialni latka, vhodna k 1éceni in-

fekei mocovych cest nebo jako oralni antibiotikum [52, s. 11].

O

OH
OH

Obr. 4. Obecny vzorec kyseliny mandlové [53]

2.2.3 Esencialni oleje

Esencidlni oleje nebo tzv. éterické oleje jsou tékavé, piirodni, komplexni slouceniny, vy-
znacujici se silnou vini. Obvykle se ziskavaji destilaci s vodni parou. Pfedevs§im jsou zna-
my pro své baktericidni, virucidni, fungicidni a 1é¢ivé vlastnosti. Pro své vlastnosti se vyu-
zivaji v kosmetice, k uchovavani potravin, dale pak jako antimikrobni, analgetické, seda-

tivni, protizanétlivé a uklidiujici ptipravky [54, s. 447].

Esencialni oleje se ziskdvaji zrGznych aromatickych rostlin, obvykle lokalizovanych
Vv mirnych az teplych oblastech, predev§im ve Stiedomoii a tropickych zemich, kde pied-

stavuji dilezitou soucast tradi¢niho 1ékarstvi [54, s. 447].

Jsou kapalné, rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech, s obecné nizsi hustotou
nez voda. Vétsinou maji Cirou barvu, zvlasté v Cerstvém stavu, uchovavanim snadno oxidu-
ji, zvySuji hustotu a tmavnou. Vyjimku tvofi napf. silice hiebickové, které maji Zlutohnédé

zbarveni nebo silice obsahujici azulen zbarvené modrozelené. Mohou byt syntetizovany
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ve vSech rostlinnych organech, a to konkrétné v pupenech, kvétech, listech, stoncich, vét-
vich, semenech, plodech, kofenech, dievé nebo kufe. Extrakce produkti se muze ménit
co do kvality, mnozstvi a sloZzeni podle klimatu, sloZeni pudy, rostlinného organu, stari

a vegetativni faze ristu [54, s. 447], [55, s. 2]

Esencialni oleje jsou z velké ¢asti pouzivany pro své vlastnosti, které byly pozorovany
jiz V ptirodé, a to pro jejich antibakteridlni, antimykotické a u€inky proti hmyzim sktidcim.
V soucasnosti je zndmo zhruba 3000 éterickych olejl, z nichz ptiblizn¢ 300 je komercné
dalezitych pro farmaceuticky, zemédé€lsky, potravinaisky, zdravotnicky, kosmeticky
a parfémovy pramysl. Esencialni oleje nebo nékteré zjejich slozek jsou pouzivany
Vv parfémech a make-upovych produktech, hygienickych pottebach, v zubnim Iékarstvi

a zem&dé&lstvi nebo jako potravinaiské konzervanty [54, s. 447].

-----

d-limonen, geranylacetat nebo d-karvon v parfémech, krémech, mydlech, v Cisticich pii-
pravcich jako vonné latky, dale také v potravinaistvi jako ochucujici slozky. Eterické oleje
je mozné v kombinaci s rostlinnymi oleji pouzit k masazim, koupelim nebo v aromaterapii
[54, s. 447].

2.2.3.1 Chemické sloZeni esencidlnich oleji

Chemické sloZeni esencidlnich olejli je velmi pestré a sklada se z velkého poctu chemic-
kych sloucenin. Bylo identifikovano vice nez 500 riznych latek v esencialnich olejich,
kdy jedna silice jich mize obsahovat 50 a vice. Hlavnimi slozkami silic jsou mono-
a seskviterpeny vcetné sacharidf, alkohold, éterti, aldehydl a ketont se podileji na vonnych
a biologickych vlastnostech aromatickych a 1é¢ivych rostlin. Zastoupeni a mnozstvi jednot-
livych latek v silicich je zavislé na mnoha faktorech, pfedev§im zavisi na druhu a ¢ésti rost-
liny, ze které se ziskavaji, dale sloZeni ovliviiuji vnéjsi faktory, mezi které patii doba skliz-

né, klimatické podminky a mnoho dal$ich vlivi [55, s. 2], [56, s. 130].
Hiebickovy olej

Hlavni slouceniny hiebickového oleje jsou fenylpropanoidy, a to konkrétné eugenol za-
stoupeny ze 76,8 %, B-karyofylen (17,4 %), a-humulen (2,1 %) a eugenol-acetat (1,2 %).
Nejvice zastoupeny eugenol neboli 4-allyl-2-methoxyfenol (Obr. 5.), ktery je znam jako

dobry antioxidant, inhibitor monoaminooxidazy (MAQ) a také pro své neuroprotektivni
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ucinky. Ma vynikajici baktericidni U¢innost proti Sirokému spektru mikroorganizmu
(E. coli, S. aureus, P. aeruginosa a L. monocytogenes). Eugenol narusuje cytoplazmatické
membrany bakterii, coz zptusobuje jejich propustnost, kromé toho mé hydrofobni charakter,
ktery umoziuje proniknout pies lipopolysacharidy G™ bakterii a narusit tim buné¢nou struk-
turu s naslednym tnikem intracelularniho obsahu [57, s. 108], [58, s. 908-909].

OH

Obr. 5. Strukturni vzorec eugenolu [59]
Skoticovy olej

Skoficovy esencialni olej je slozen z hlavnich slou¢enin, mezi které patii cinnamaldehyd
(68,95 %), benzaldehyd (9,94 %), cinnamyl acetat (7,44 %), limonen (4,42 %) a eugenol
(2,77 %). Skoticova silice vykazuje silnou antimikrobni aktivitu proti grampozitivnim bak-
teriim, a to zejména proti rodim Staphylococcus, Streptococcus a Enterococcus,

dale pak proti gramnegativnim bakteriim, kvasinkam a plisnim [60, s. 3276].

Hlavni slozkou tohoto esencialniho oleje je cinnamaldehyd (strukturni vzorec je uveden
na Obr. 6.), ktery je vysoce t¢inny proti nékterym druhtim G* a G bakterii, véetné rodu
Clostridium, Pseudomonas a kvasinkam rodu Candida. Trans-cinnamaldehyd jako okysli-
¢end soucdst skoficového oleje mé prokazatelné nejsilngjsi antifungalni aktivitu ve srovna-
ni s ostatnimi slozkami oleje. Také bylo prokazano, ze cinnamaldehyd a eugenol inhibuji

produkci zakladnich enzymu bakterii a poskozuji jejich bunécné stény [60, s. 3276].

O
=% H

Obr. 6. Strukturni vzorec cinnamaldehydu [61]
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Tymidnovy olej

Tymiénovy esencialni olej obsahuje bioaktivni monoterpeny thymol, karvakrol a linalool,
které spole¢né s p-cymenem, y-terpinenem, borneolem a a-terpinenem patii mezi antimi-
krobni latky. Diky témto latkdm se fadi mezi nejvyznamnéjsi antimikrobni ¢inidlo, uc¢inné
| proti patogennim mikroorganizmim s hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

0,062 az 0,500 mg'ml™ [62, 5. 2897].

Monoterpenické fenoly obsazené v tymianovém oleji jako thymol (Obr. 7.) a karvakrol
vykazuji nejvyssi antimikrobni Gc¢innost, linalool slabsi a p-cymen, borneol, o-terpinen
a y-terpinen vykazuji nejniz8i antimikrobni aktivitu. Bylo prokazano, Ze kombinace mono-
terpentl se slabsi a silng€jsi antimikrobni aktivitou, jako napt. thymol s cymenem ma syner-

gicky efekt a umocniuje u¢inek proti mikroorganizmum [62, s. 2897].

CHj

OH

HsC~ “CHs

Obr. 7. Strukturni vzorec thymolu [63]

Zpusob pusobeni hlavni slozky tymianového oleje, thymolu, je zaloZzen na propustnosti
membran, obdobn¢ je tomu u karvakrolu. Ob¢ latky narusuji enzymy bunééné stény, v da-
sledku ¢ehoz se rozpadaji vnéjsi membrany bakterii, uvoliuji se lipopolysacharidy a zvysu-

je se propustnost cytoplazmatické membrany [64, s. 1016].

Studie s B. cereus ukazaly, ze karvakrol interaguje s bunéénou membranou, kde se roz-
pousti ve fosfolipidové dvojvrstveé a predpoklada se, ze se pfipojuje mezi fetézce mastnych
kyselin. Biologicky prekurzor karvakrol p-cymen je hydrofobni a zplsobuje botnani cyto-

plazmatické membrany do vétsi miry nez karvakrol [64, s. 1016].
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Citronovy olej

Hlavni tékavou slou¢eninou citronového oleje je limonen (Obr. 8.), jehoZ obsah se pohybu-
je mezi 60 az 71 %, dale jsou obsazeny dal$i monoterpenické uhlovodiky jako B-pinen
(10-18 %), y-terpinen (7-11 %), a-pinen, sabinen a myrcen tvoii kolem 1 % tékavé frakce
oleje. Aldehydy, zejména nerol a citral, jSou nejvice reprezentovanou tfidou kyslikatych

sloucenin, ktera v priméru obsahuje 2 az 7 % [65, 146-152].

CHsj
HoC o

CHj

Obr. 8. Strukturni vzorec limonenu [66]

Zmény V te€kavé frakci citronového oleje jsou pevné spjaty se sezonni sklizni, kdy v 1été
je nejvice ptitomno aldehydu, jako je citronellal, nonanal a alkenal a také navySeni mono-
terpenickych uhlovodikd B-pinenu a sabinenu, zatimco mnozstvi limonenu se vyrazné sni-

uje [65, s. 146-152].

2.2.4 Vliv esencialnich oleji na mikroorganizmy

Mechanismus u¢inku esencialnich olejl proti mikroorganizmtim neni dosud plné€ objasnén,
je vSak vSeobecné znamo, ze antimikrobni plisobeni oleji zavisi na jejich hydrofilnim ne-
bo lipofilnim charakteru. Terpenoidy jako latky lipofilniho charakteru mohou ovliviiovat
¢innost membranovych enzymt a ovliviiovat tim dychaci fetézec. Nekteré slozky silic mo-
hou pusobit jako prerusovace, interferujici s protonovou translokaci pfes membranové vac-
ky a zastavovat primarni energeticky metabolismus. Specifické terpenoidy s fenolicko-
alkoholickymi nebo aldehydickymi funk¢nimi skupinami interaguji S membranami nebo
spojuji enzymové proteiny, ¢imz dochazi k zastaveni jejich produkce nebo aktivity

[67, s. 818].

Obecné, zpusob ucinku antimikrobnich ¢inidel zavisi na typu mikroorganizmu a souvisi

pfedevsim se strukturou bunééné stény a uspofddanim vnéj$i membrany. Gram-negativni
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bakterie, napt. Pseudomonas aeruginosa disponuje vysokou odolnosti proti Siroké skale
esencialnich olejd, a to diky hydrofilnimu povrchu vnéj$i membrany bohaté na lipopolysa-
charidy. Nicméné hydrofobni makromolekuly, jako jsou slozky éterickych oleju, maji
schopnost proniknout membranami. Da se fici, ze ucinnost antibakterialnich cinidel
se obecné zvysuje s lipofilnimi vlastnostmi, v dusledku plsobeni na cytoplazmatické
membrany. Nékteré slozky silic fenolické povahy, mezi které¢ patii karvakrol a thymol pa-
sobi na lipopolysacharidy vnéj$i vrstvy a tim dochazi k ¢astenému rozkladu vnéjsi mem-

brany [67, s. 818].

Nekteré éterické oleje, napt. tea tree olej pouzivany proti E. coli, pisobi jako dobry dezin-
fek¢ni piipravek zpasobujici denaturaci membranovych proteind, ktera vede K naruseni
vnéj$i membrany, naslednému Uniku draselnych iontl, zastaveni respirace a konecné lyzy

bungk [67, s. 818].

Uginnost proti gram-pozitivnim bakteriim a plisnim je podobného typu jako u prechozich
gram-negativnich bakterii. SloZky esencialnich oleji ni¢i bakteridlni bunécné stény a cyto-
plazmatické membrany s naslednym Unikem cytoplazmy a jeji koagulaci. Nizké koncentra-
ce seskviterpent snizuji rist Staphylococcus aureus, pravdépodobné v dusledku interakce
S primarnim energetickym metabolismem. Dale miiZe u hub a bakterii ptisobenim éteric-
kych oleji dochazet k inhibici syntézy DNA, RNA, proteint a polysacharidi. U hub vyvo-

lavaji esencialni oleje podobné zmény jako uc¢inkem antibiotik [67, s. 818].

V Tab. 1. jsou uvedeny hlavni u¢inné latky esencialnich oleji a hodnoty minimalni inhi-

bi¢ni koncentrace (MIC) ptevzaté z riznych experimenti [56, S. 135].

Tab. 1a. Hodnoty minimdlni inhibicni koncentrace rostlinnych esencidalnich olejii a jejich
hlavni ucinné latky [56, s. 135]

Rostlina U¢inna latka Mikroorganizmus MIC [ppm]
Nové koteni eugenol houby, kvasinky 200

Bazalka linalool, methylchavikol houby, kvasinky, bakterie >1250
Bobkovy list | eugenol, linalool, 1,8-cineol bakterie 400 — 5000

Skotice skoficovy aldehyd, eugenol kvasinky, bakterie 200 - 750
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Tab. 1b. Hodnoty minimalni inhibicni koncentrace rostlinnych oleju a jejich hlavni ucinné

latky [56, s. 135]

Rostlina U¢inna latka Mikroorganizmus MIC [ppm]
Hiebicek eugenol houby, kvasinky, bakterie | 250 — 1000
Cesnek allicin houby, kvasinky, bakterie | 200 — 1000
Citronova trava citral, limonen houby, bakterie 1000, 5000
Hoft¢ice allylisothiokyanat houby, kvasinky, bakterie | 0,034 — 600
Oregano thymol, karvakrol houby, bakterie 100 - 1000
Rozmaryn linalool, kafr, 1,8-cineol bakterie >1000
Salvé; thujon, 1,8-cineol G bakterie 750 — 3750
Tymian thymol, karvakrol, cymen | houby, kvasinky, bakterie | 200 — 1000

2.2.5 Zmény nastavajici u esencialnich oleju

Esenciélni oleje vzhledem ke svému pestrému chemickému sloZeni méni vlivem starnuti
své vlastnosti. V prubéhu ¢asu tmavnou, houstnou a také dochazi ke zménam viné. Vlivem
chemickych nebo enzymatickych zmén dochazi u éterickych oleji k autooxidaci, polyme-
raci nebo hydrolyze esterd. Chemické zmény mohou byt podpoteny teplotou, vyssi vihkos-

ti, vzdusnym kyslikem nebo vlivem zafeni [55, s. 3], [68, s. 41-42].

Terpenoidy maji tendenci byt nestalé a termolabilni, snadno podléhaji oxidaci nebo hydro-
lyze v zavislosti na chemické struktute. Napiiklad u citrusového esencidlniho oleje dochézi
K nejrychlejsi zméné silic, jelikoz obsahuji vysoké mnozstvi nenasycenych terpenickych
uhlovodikt, které snadno oxiduji a prenaseji kyslik na dalsi slozky silice a spoustéji celé
fetézové reakce. Takové zmény maji zasadni vliv na vini silic, kdy plvodni viné¢,
napf. citrusové¢ silice nabyva terpentynového zapachu. Kromé organoleptickych zmén, né-
které esencialni oleje, stejn¢ jako oxidované terpenoidy, zplisobuji senzibilizaci pokozky,

vedouci az ke vzniku kontaktnich alergickych dermatitid [55, s. 3], [68, s. 41-42].
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Hydroperoxidy vznikl¢ oxidaci terpenoidii se rozkladaji v pfitomnosti svétla, tepla
nebo pfi zvysujici se kyselosti. Také bylo zjisténo, ze peroxidové produkty vzniklé oxidaci

monoterpend degraduji i pii pokojové teploté [68, s. 41-42].

Eterické oleje bergamotovy a levandulovy obsahuji vysoké mnozstvi esteri, které vlivem
uchovavani castecn¢ zmydeliiuji, v disledku ptibyvajiciho obsahu kyselin. Také se Casto
meéni silice obsahujici aldehydy a fenoly, na rozdil od silic obsahujicich jako hlavni slozku

alkoholy, které jsou pomérn¢ stalé [55, s. 3].

2.2.6 Faktory ovliviiujici stabilitu esencialnich oleju

Degradace esencialnich olejt je zavisla na mnoha chemickych i ptirodnich faktorech, kte-
ré se podileji na schopnosti oxidace a také na celkovém pribéhu reakei v silicich,
proto vngjsi faktory, mezi které patii teplota, svétlo a dostupnost atmosférického kysliku
by se mély zohlednit pii manipulaci a uchovavani esencialnich oleji. Také celkové slozeni
nebo zastoupeni jednotlivych slozek éterickych oleji, pfipadna pfitomnost necistot mize

ovlivnit jejich stabilitu [68, s. 43-45].

2.2.6.1 Teplota

Okolni teplota zasadné ovlivituje zékladni stabilitu oleji, a to v n€kolika ohledech. Obecné
plati, Ze chemické reakce jsou urychlovany rostouci teplotou v disledku zavislosti teploty
na reakéni rychlosti vyjadfené podle Arrheniovy rovnice. Na zéklad¢é toho, zdkon van't
Hoff tika, ze zvyseni teploty o 10 °C piiblizn€ zdvojnasobi rychlost chemické reakce, coz
muze predpovidat stabilitu pfi riznych teplotach. Z tohoto divodu autooxidace urychluje
rozklad hydroperoxidii se zvySujici se teplotou, také muze teplota pfispét k pocatecni tvor-

bé volnych radikali [68, s. 43-45].

Stabilita t¢kavych extraktd rostlin a esencialnich olejii klesa s prodluzujici se dobou skla-
dovani a zvySujici se teplotou. Pfi zvySeni teploty dochazi ke zménam v éterickych olejich,
napft. z kardamomu, hiebicku, levandule, borovice a rozmarynu, a to konkrétné snizovanim
mnozstvi terpenickych uhlovodikd B-karyofylenu, B-myrcenu, B-pinenu, sabinenu nebo

y-terpinenu a ke vzristu p-cymenu [68, s. 43-45].

Terpenoidy, konkrétné terpeny a aldehydy, jsou obecné znamé pii zvysené teploté svoji

termolabilitou a nachylnosti k pfesmykovym reakcim. Bylo prokazano, ze pii dvoutyden-
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nim skladovani citronového esencidlniho oleje pod inertnim plynem pii 50 °C doslo
k chemickym zménam, pfedevsim ke ztraté nerolu a terpenickych uhlovodikl a ke zvysSeni
p-cymenu. Naproti tomu jiné studie provadéné pii laboratorni teploté zjistily, Ze citronovy

i fenyklovy olej pii skladovani v atmosféie dusiku jsou pomérné stabilni [68, S. 43-45].

2.2.6.2 Zaieni

Ultrafialové a viditelné zareni jsou povazovany za urychlovace autooxidacnich procesil,
vedoucich k tvorbé alkylovych skupin. Zmény ve slozeni esencidlnich oleji obecné nasta-
vaji mnohem rychleji na svétle nez ve tmé. Zejména monoterpeny se vlivem svételného
zateni rychle rozkladaji. U riznych druht éterickych oleji se miize reakce na svétlo proje-
vovat jinym zpiisobem, napf. tymidnovy esencidlni olej svétlo viibec neovliviiuje, na rozdil
od rozmarynového, ktery je velmi citlivy na denni svétlo a dochéazi u n¢j ke zménam che-

mického slozeni [68, s. 43-45].

2.2.6.3 Pristup kysliku

Jelikoz oxidacni reakce jsou jednou z hlavnich pti¢in kazeni esencialnich oleju, je zfejmé,
ze pristup kysliku hraje rozhodujici roli v zékladni stabilité esencialnich oleji. Spotieba
kysliku pii skladovani riznych monoterpenti byla zaznamenana zménou ve slozeni a také
fyzikalné-chemické vlastnosti silic byly vyrazné zménény V pfipadech, kdy byly oleje
uchovavany v nadobach, které byly naplnény jen zpoloviny oproti pln€ naplnénym

[68, s. 43-45].

Oxidaci oleje se zvySuje koncentrace rozpusténého kysliku, ktera do zna¢né miry zavisi
na parcidlnim tlaku kysliku a okolni teploté. Podle Henryho zdkona je kyslik vysoce roz-
pustny pfi nizkych teplotach a jeho rozpustnost klesa se zvySujici se teplotou. Proto pero-
xidové radikaly a hydroperoxidy jsou ¢etnymi slouceninami vznikajicimi pii oxidaci jed-
lIych olejii pti nizkych teplotach. Studiemi bylo prokazéano, Ze sloZeni riznych éterickych
oleju je riizné nachylné k oxidaci, a proto u ne¢kterych, jako napft. u levandulového a tymia-
nového doslo k navySeni obsahu peroxidi pii skladovaci teploté 5 °C, zatimco u rozmary-

nového a borovicového k navyseni doslo i pfi teploté laboratorni [68, . 43-45].
Ideélni uchovavani esencialnich olejii je pod inertnim plynem (argon), aby se zabranilo

tvorbé peroxidu, jelikoz konkrétni silice a teplota okolniho prostfedi oxidaci nemusi ovliv-

fiovat [68, s. 43-45].
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3 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo provést literarni reSersi na téma vliv teploty na stabilitu anti-
mikrobni u€innost kosmetickych geli. To znamenalo, zaméfit se rizné druhy gelotvornych
latek, jejich vlastnosti, zejména na jejich zmény pfi riznych teplotach skladovani.
Dale bylo nutné se vénovat pichledu antimikrobnich latek, Které se v kosmetickych pii-
pravcich vyuzivaji.

Prakticka ¢ast prace je vénovana predevsim stabilité pfipravenych gelll, a to konkrétné sle-
dovani zmén v jejich struktute, na zakladé méfeni jejich viskozity a dale jejich antimikrob-

ni u¢innosti v raznych teplotnich rezimech.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMETALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie a zaFizeni

Destilovand voda

Carbomer, Polygel CA, Mica a Harasta, s.r.o0., Ceska republika
Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Kyselina mandlova 99%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Tymianovy olej, Nobilis Tilia, Ceska republika

Skoticovy olej, Nobilis Tilia, Ceska republika

Citronovy olej, Nobilis Tilia, Ceska republika

Hiebickovy olej, Nobilis Tilia, Ceské republika

Pufr ftalatovy, pH 4

Pufr fosfatovy, pH 7

Ethanol 98%

Chlorid sodny, LACH-NER s.r.0., Ceska republika

Chloramin, BOCHEMIE, Ceska republika

Savo, Unilever Slovensko, spol.sr. o.

Bézné laboratorni sklo

Bézné laboratorni plasty

Plastové hokejky sterilni

Mikrotitracni desticky sterilni

Plastové Petriho misky (@ 9 mm) sterilni

Digitalni vahy KERN 440-45N, KERN & SOHN GmbH, Némecko
Digitalni vahy EW 420-3NM, KERN & SOHN GmbH, Némecko
Michadlo magnetické MM4, LAVAT, Ceska republika

Vpichovy pH-metr WaterProof, pH Spear, USA
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Rotaéni viskozimetr MYR V2-L, Viscotech Hispanie, Spanélsko
Software Viscossoftplus

Mikropipety Discovery comfort, HTL, Polsko
Mikropipety INTECH, MERCI, Ceska republika
Laminarni box BIO-II-A, Telstar, Némecko
Autoklav WOLF SANOclav, Némecko

Autoklav Variklav H+P Labortechnik AG, Némecko
Vortex Heidolph REAX top, Némecko

Denzilometr Densi-La-Meter, Emo, Némecko
Termostat BT 120, Laboratorni pfistroje Praha
Inkubator mikrobiologicky, Memmert

Inkubator model B15, Heraeus
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4.2 Pouzité mikroorganizmy

Mikroorganizmy, které byly v praci pouzity byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmi
v Brné, konkrétné se jednalo o Escherichia coli (CCM 3954), Pseudomonas aeruginosa
(CCM 3955), Staphylococcus aureus (CCM 3953), Micrococcus luteus (CCM 734), Can-
dida albicans (CCM 8275) a Candida parapsilosis (CCM 8276).

4.3 Priprava geli

vvvvvv

Modifikace antimikrobni slozky kosmetickych gelt [69]) a postupy popsané

Vv nésledujicich kapitolach.

4.3.1 Priprava geli s esencialnimi oleji

Na ptipravu gelii s esencidlnimi oleji byla pouzita gelotvorna latka na béazi syntetickych
pryskyfic, a to konkrétn¢ Carbomer (Polygel CA). Mnozstvi pouzit¢tho Carbomeru by-
lovzdy 0,1 hm%, které bylo smichano ve sklenénych kadinkdch o objemu 250 ml
s vypo¢tenym mnozstvim destilované vody (Tab. 2.). Takto pfipraveny zaklad se nechal
botnat po dobu 24 hodin, pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 24 hodin bylo pfidano 0,75 g
piislusného esencialniho oleje (hiebickovy, skoficovy, tymianovy a citronovy), coz odpo-
vidalo 0,5 hm%. VSe bylo dikladné promichano a nasledné zneutralizovano 0,23 ml
1M roztoku NaOH. Poté bylo vse dokonale zamichano, aby doslo k promiseni vSech slo-

.

zek.

Tab. 2. Slozeni gelu s esencidlnim olejem

Obsah slozky Navazka

Slozka
[hm%] [a]
Carbomer 0,1 0,15
Esencidlni olej 0,5 0,75

Destilovana voda 99,5 149,1
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4.3.2 Priprava smésnych gelua

Smésné gely byly pripraveny obdobnym zptisobem jako gely s esencialnimi oleji, navic
byly tyto gely akorat obohaceny piidavkem roztoku kyseliny mandlové. Celé slozeni
je uvedeno v Tab. 3. Carbomer o obsahu 0,5 hm% byl navazen do kadinky (250 ml) a po-
nechan v klidu 24 hodin botnat s vypoétenym mnozstvim destilované vody. Do nabotnané-
ho Carbomeru bylo dovazeno 0,75 g odpovidajiciho esencialniho oleje (0,5 hm%)
a vSe diukladné promichdno. Nasledné byl pfidan 10% vodny roztok kyseliny mandlové
v mnozstvi 3 hm% ke gelim s hiebi¢kovym, skoficovym a tymidnovym esencialnim ole-
jem. Ke gelu s citronovym esencialnim olejem byl pfidan 15% roztok kyseliny mandlové

také v mnozstvi 3 hm% z celkové receptury.

Pied pfidavkem kyseliny mandlové musela byt tato nejprve zneutralizovana 1M roztokem
NaOH na vysledné pH okolo 3,5. Po ptidavku kyseliny mandlové byly vSechny slozky
znovu dikladné promichdny a nasledné byla provedena neutralizace celého gelu 1M rozto-

kem NaOH na vyslednou hodnotu pH, ktera se pohybovala mezi 5,5 az 6.

Tab. 3. Slozeni smésného gelu

) Obsah Navazka Koncentrace Navazka
Typ esenci- _ _
) Carbomeru Carbomeru roztoku kyseliny | roztoku kyseliny
alniho oleje
[hm%] [hm%o] mandlové [%] mandlové [g]
Hrebicek 0,5 0,75 10 1,5
Skotice 0,5 0,75 10 1,5
Tymian 0,5 0,75 10 1,5
Citron 0,5 0,75 15 1,5

Pozn. Obsah roztoku kyseliny mandlové ¢inil 3 hm%
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4.4 Testovani stability geli

U vyrobenych gelil byla testovana stabilita na zdklad¢ ptirucky Guidelines on stability tes-
ting of cosmetic products [70], kterou vypracovala asociace Colipa, nyni jiz znama jako
Cosmetic Europe - The Personal Care Association ve spolupraci s CTFA (Cosmetics, Toi-
letry, and Fragrance Association), podle které by se méla volit teplota a doba testovani
Vv zavislosti na druhu vyrobku a potfebach vyrobce. Obvykle se testovani provadi pfi teplo-

tach 37 °C, 40 °C nebo 45 °C po dobu 1, 2, 3 a vice mésicii.

441 Skladovani gelii a intenzita méreni

U vzorkli gell vystavenych rliznym teplotnim rezimim, a to laboratorni teplote,
37 a50 °C, bylo méfeno pH, viskozita a dale jejich antimikrobni ucinnost. Také byla
v prubchu casu a Vv jednotlivych teplotnich reZimech sledovana zména barvy a viiné gela.
Celé testovani probihalo po dobu 56 dni. Méfeni pH, viskozity a antimikrobni testovani
bylo nejprve provadéno nulty den, kdy byly gely pfipraveny a nasledné byly tyto gely skla-
dovany Vv jednotlivych teplotnich reZzimech. V pifipadé méteni pH a viskozity byly vzorky
proméfovany kazdy den, po dobu 7 dni a nasledné byla cetnost méfeni snizena
na kazdy sedmy den a pfed zavérecnym méfenim byl rozestup 14 dni. Testovani antimi-
krobni uc¢innosti probihalo obdobng, az na to, Ze dalsi testovani po piipravé gelu bylo
az po 7 dnech, oproti méfeni pH a viskozity, které se prvnich 7 dni méfilo intenzivné kazdy

den.

4.4.2 Meéreni pH

K méfeni pH u vyrobenych gelii byl vyuzit vpichovy pH-metr s ptesnosti méfeni + 0,1 pH.
Sondu pH-metru bylo tfeba pfed kazdym métenim nakalibrovat na piislusné pufry s hodno-
tami pH 4 a 7. Po kalibraci pfistroje byla sonda vloZena do gelu a po ustaleni hodnoty

na displeji piistroje hodnota pH gelu zaznamenana.
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4.4.3 Meéreni viskozity

Viskozita byla méfena pomoci rotacniho viskozimetru Viscotech MYR V2-L, za pouziti
specialnich spindli urcenych pro méteni viskozity gelii. Viskozimetr byl pfipojen k pocita-
¢i s nainstalovanym softwarem Wiscosoft Plus, ve kterém se daly nastavit potiebné para-
metry pro méieni, konkrétné typ spindlu, rychlost a pocet otacek, dale pak doba méteni
a pocet hodnot, které pfistroj zaznamenaval. Méfeni viskozity gelti je uréeno normou
ISO 2555 a piislusnych ASTM norem [71], které specifikuji parametry pfistroje (torzi, tvar
spindli a rychlost otacek). Méteni bylo provedeno podle metody dle Brookfielda.

Vlastni méfeni viskozity bylo provadéno tak, ze do vzorku gelu ve 150ml plastovych nado-
bach byl ponoien spindl v zavislosti na ptfedpokladané viskozité gelu. Vybér spindlu a po-
cet otacek byl zavisly na vysledném tocivém momentu, ktery se pohyboval v rozmezi
10 az 50 %. V ptipad¢, kdy pfistroj ukazoval hodnoty to¢ivého momentu vyssi nez 50 %,
bylo tieba upravit poéet otacek, zatimco v pfipadé snizeni to¢ivého mementu pod 10 %,

bylo tieba nahradit typ spindlu za jiny.

Pievazna vétsina vzorki byla métena spindlem typu PD pfi 6 rpm (pocet otacek). K zavéru
stabilitniho experimentu bylo tfeba u nékterych vzorkli gelti vyménit spindl z divodu vy-
razného snizeni jejich viskozity, jelikoz typ spindlu PD byl ur¢en pro méfeni vice viskoz-

nich geld.

U gelti bylo méteno vzdy 50 hodnot po dobu 60 s, coz odpovidalo zaznamu hodnot visko-
zity kazdé 1,2 sekundy. Kazdy vzorek byl proméien tiikrat vedle sebe, kdy vysledna hod-
nota viskozity byla ziskdna vypoctem z priméru 40 hodnot a vSech tfi méfeni. Prvnich

10 hodnot bylo u kazdého méteni pro vypocet zanedbano, z divodu ustaleni méteni.

4.4.4 Priprava Zivnych médii

Aby bylo mozné otestovat antimikrobni u¢innost piipravenych geld, bylo potieba ptipravit
zivna média, a to v zavislosti na testovacich mikroorganizmech, které byly pfi experimentu

VyuZity.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

4.4.4.1 Mueller Hinton agar No. 2

Mueller Hinton agar (viz. Tab. 4) se pouziva pro testovani mikrobialniho ristu mikroorga-
nizmu, jedna se o nutri¢né vyzivnéjsi pudu nez je Nutrient agar, vhodnou pro jamkovou
metodu. Puda byla pfipravena navazenim 38 g Mueller Hinton agaru do infuzni lahve
a doplnéna destilovanou vodou do objemu 1 litru. Dale byla sterilizovana v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 minut a po néasledném zchladnuti rozlita do sterilnich plastovych

Petriho misek.

Tab. 4. Slozeni Mueller Hinton agaru No. 2

SloZeni pudy Mnozstvi slozky [g-1]
Kysely hydrolyzat kaseinu 17,5
Hovézi srde¢ni infuze 2
Skrob, rozpustny 1,5
Agar 17

4.4.4.2 Chloramphenicol Yeast Glucose Agar

Pro testovani rtstu kvasinek byla vyuzita pida Chloramphenicol Yeast Glucose Agar,
ktera je obohacena o chloramfenikol, ktery inhibuje rtst bakterii. Pida pro testovani kvasi-
nek byla ptipravena do infuzni lahve rozpusténim 40 g této agarové pudy v 1 litru vody.
Dale byla tato smés autoklavovana obdobnym zptsobem jako v piedchozim ptipadé a roz-
lita do sterilnich Petriho misek. Piesné slozeni Chloramphenicol Yeast Glucose Agaru

je uvedeno v Tab. 5.

Tab. 5. Slozeni Chloramphenicol Yeast Glucose Agaru

Slozeni pidy | Mnoistvi slozky [g-'']

Kvasni¢ni extrakt 5
Dextrosa 20
Chloramfenikol 0,1

Agar 14,9
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4.4.4.3 Nutrient agar

V Tab. 6 je uvedeno slozeni Nutrient agaru, kterého bylo vyuzito pro kultivaci mikroorga-
nizmu E. coli, S. aureus, P. aeruginosa a M. luteus, tyto mikroorganizmy byly vyuzity
i U dopliikové metody. Dale bylo postupovano jako v pfedchozich dvou pfiipadech,

s rozdilem v navazce pudy, kterd v tomto ptipadé Cinila 28 g.

Tab. 6. Slozeni Nutrient agaru

SloZeni pidy | Mnoistvi slozky [g-'']
Masovy pepton 5
Hoveézi extrakt 15
Kwvasni¢ni extrakt 15
Chlorid sodny )
Agar 15

4.4.4.4 Nutrient Broth

Tekuta ptida Nutrient Broth byla pouzita pro kultivaci bakterii, které byly vyuzity jednak
ujamkové a jednak u dopliikkové metody. Tekuta ptida byla pfipravena rozpusténim
13 g praskové pudy v 1 1 destilované vody v infuzni lahvi. Po fadném promichani byl bujon
rozpipetovan po 5 ml do sklenénych zkumavek, zkumavky byly uzavieny a podrobeny ste-
rilizaci v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. SloZeni tekuté pudy je uvedeno
v Tab. 7.

Tab. 7. Slozeni Nutrient Broth

SloZeni tekuté N
Mnozstvi slozky [g17]
pudy
Masovy pepton 5
Hovézi extrakt 1,5
Kwvasni¢ni extrakt 1,5
Chlorid sodny 5
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4.4.45 Malt Extract Broth Base

Pro kultivaci kvasinek (C. albicans, C. parapsilosis) byla vyuzita tekuta ptida Malt Extract
Broth Base (Tab. 8), ktera byla pfipravena navazenim 20 g pidy a jejim rozpusténi
v 11 destilované vody a nésledné rozplnéna do sklenénych zkumavek (5 ml) a sterilovana

pti 115 °C/10 minut.

Tab. 8. Slozeni Malt Extract Broth Base

SlozZeni tekuté
Mnozstvi slozky [g-1'']

pady
Sladovy extrakt 17
Mykologicky pepton 3

4.4.5 Priprava pracovnich kultur mikroorganizmii

Pracovni kultury mikroorganizmt byly ziskany ze zmrazenych sbirkovych kmenii mikroor-
ganizmu, konkrétné se jednalo o bakterie P. aeruginosa, E. coli, S. aureus a M. luteus, da-

le pak o kvasinky C. albicans a C. parapsilosis.

Nejprve bylo tfeba mikroorganizmy oZzivit, a to tak, Ze z rozmrazenych sbirkovych kment
mikroorganizmii bylo odebrano vzdy po 5 ul inokula do zkumavky s 5 ml tekuté piady Nu-
trient Broth pro bakterie a Malt Extract Broth Base pro kvasinky. Nasledné byla provedena
kultivace podle podminek pro jednotlivé mikroorganizmy, kdy E. coli a S. aureus byly kul-
tivovany 24 hodin pfi 37 °C, M. luteus 48 hodin pii 37 °C a P. aeruginosa 24 hodin
pti 30 °C. Kvasinky byly kultivovany 48 hodin pfi laboratorni teploté. Po oziveni mikroor-
ganizmu v tekutych ptidach nasledovalo o¢kovani na pevné agarové plotny kiizovym rozté-
rem sterilni plastovou bakteriologickou klickou. Pro ziskani prvni subkultury bakterii bylo
nezbytné, na pudé Nutrient Agar u bakterii a Chloraphenicol Yeast Glucose Agar u kvasi-
nek, provést kiizovy roztér s naslednou kultivaci (viz vyse). Z prvni subkultury bakterii
byla timto zptisobem ziskana druha subkultura, ktera slouzila jako pracovni kultura
pro testovani antimikrobni Géinnosti vyrobenych geli. Pracovni kultury byly poté uchova-

vany v chladnicce (4 £ 2 °C) a kazdé¢ dva tydny pfeockovany na nové agarové plotny.
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44,6 Jamkova difuzni metoda

Pro provedeni jamkové difuzni metody bylo nejprve potiebné ptipravit suspenze mikroor-
ganismu prenesenim pracovnich kultur mikroorganizmu sterilni plastovou bakteriologic-
kou klickou do zkumavek se sterilnim bujonem (5 ml) a inkubovat je (24 hodin E. coli,
S. aureus a M. luteus pii 37 °C, P. aeruginosa pii 30 °C - tekuta ptda Nutrient Broth, kva-
sinky tekuta pida Malt Extract Broth Base pfi laboratorni teploté). Ze ziskané suspenze
bylo nésledné napipetovdno inokulum mikroorganizmli do sterilni plastové zkumavky

se 3 ml fyziologického roztoku na hodnotu zakalu 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice.

Z takto piipraveného inokula bylo odebrano 100 pl a naneseno na Petriho misku s Mueller
Hinton agarem pro bakterie a pro kvasinky na Chloramphnenicol Yeast Glusoce Agar
a rozetieno sterilni plastovou bakteriologickou hokejkou. Do takto pfipravenych misek
bylo vzdy sterilnim korkovrtem vytvoieno 7 dér o priméru 7 mm. Do jednotlivych otvort
byly napipetovany vytvofené gely tak, aby bylo mnozstvi gelu v roviné s povrchem agaru

a jeden otvor tvofil kontrolu naplnénou destilovanou vodou.

Inkubace probéhla nasledujicim zptsobem - E. coli a S. aureus byly kultivovany 24 ho-
din/37 °C, M. luteus 48 hodin/37 °C, P. aeruginosa 24 hodin/30 °C a kvasinky 48 hodin

pfi laboratorni teploté.

4.4.7 Dopliikova metoda

Dopliikova metoda slouzila k ovéfeni vysledk ziskanych jamkovou difuzni metodou
a zaroven byla provedena u testovanych geli na zacatku a na konci experimentu. Mikroor-
ganizmy pro praci byly pfipraveny stejnym zptisobem jako v kapitole 4.4.6 na hodnotu

McFarlandovy zakalové stupnice rovno 0,5.

Nejprve bylo napipetovano na sterilni mikrotitraéni desticku 20 pl testovaného inokula
mikroorganizmu a nasledné pfidano 200 pl testovanych gelii, promichéno a nechano inku-

bovat 1 hodinu pii 30 °C.

Po uplynuti jedné hodiny bylo z jednotlivych jamek desti¢ky odebrano po 100 ul suspenze
na misky s Nutrient agarem pro bakterie a pro kvasinky na Chloraphenicol Yeast Glucose
Agarem a rozetieno sterilni plastovou hokejkou. Test byl proveden dvakrat vedle sebe.
Petriho misky byly nasledné kultivovany dnem vzhtiru podle teplotnich nalezitosti jednot-

livych mikroorganizm, jako tomu bylo i u vySe popsané metody.
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4.5 Zatézovy test

Zkouska zatézového testu byla provedena na zakladé CSN EN ISO 11930 [72]. Tato norma

byla pro nase podminky poupravena.

Pro zatézovy test byly pfipraveny nové gely podle receptur uvedenych v kapitole 4.3.1
a 4.3.2, navic byl piipraven kontrolni gel bez pouziti aktivnich latek, ktery byl pfipraven
stejnym zpasobem jako je popsano v kapitole 4.3.1, kdy byl vynechan ptidavek esencialni-
ho oleje a doslo u n&j pouze k jeho neutralizaci. Test byl proveden za pouziti zastupct z fad

gram-pozitivnich (S. aureus) a gram-negativnich (E. coli) mikroorganizmd.

Ptiprava suspenze mikroorganizmu byla obdobnd jako v ptipad¢ kapitoly 4.4.6, s rozdilem
v nafedéni suspenze bakterii na hodnotu 1 McF. Do sterilnich plastovych zkumavek
se Spicatym dnem bylo napipetovano 5 ml vzorku gelu a nasledné pfidano 100 pl inokula
bakterii, vSe bylo nasledn¢ dikladné¢ promichano. Do sterilni mikrotitracni desticky bylo
nasledné napipetovano do 5 jamek po 200 ul konkrétniho zao¢kovaného testovaného vzor-
ku gelu, ktery byl nasledné do vedlejSich jamek nafedén sterilni tekutou pidou Nutrient
Broth desitkovym fedénim tak, ze z prvni jamky bylo odebrano 20 pl zaockovaného testo-
vaného vzorku gelu do 180 pl bujonu, obdobné bylo pokratovano az do fedéni 107.
Dale, jako negativni kontrola byl pouzit testovany gel bez zaockovani bakteriemi. Pro kon-
trolu rustu mikroorganizmi byla negativni kontrolou tekutd ptida Nutrient agar (200ul)
a pozitivni kontrolou tekutd ptida zaoCkovana piislusnym mikroorganizmem v poméru
180 pl tekuté pudy ku 20 pl testovaného inokula mikroorganizmii S hodnotou 1 McF a opét
provedeno desitkové Fedéni aZ na hodnotu 107, Po napipetovani vSech desti¢ek nasledova-
lo proméfeni optické denzity na spektrofotometru pii vinové délce 595 nm, kterd odpovida
exponencialni fazi ristu bakterii. Po proméfeni na spektrofotometru nasledovala inkubace
mikrotitranich desticek s testovanymi gely pii 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledujici den

bylo opét provedeno méteni optické denzity.
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4.6 Ovéreni mikrobialni Cistoty gelu

Mikrobialni ¢istota vzorkl geld byla ovéfena jednoduchym testem, a to tak, ze byla ptipra-
vena tekutd puda Nutrient Broth podle kapitoly 4.4.4.4, ktera byla rozpipetovana do skle-
nénych zkumavek po 5 ml a nechéna sterilizovat pti 121 °C po dobu 15 minut. Do jednot-
livych zkumavek se sterilnim bujéonem bylo nésledné napipetovano od kazdého vzorku
gelu po 100 pl a toto nechano inkubovat pii 30 °C po dobu 48 hodin a nasledné vizualné

sledovan ptipadny zakal, tzn. rist mikroorganismui.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Vzhledem Kk tomu, ze se prace zabyva testovanim stability pfipravenych gelt, s ptidavkem
netradi¢nich antimikrobnich latek (esencialnich oleji -hiebickovy, skoficovy, tymianovy
a citronovy a kyseliny mandlové), bylo nezbytné zjistit, jakou si dovedou gely udrzet stabi-
litu, pifedevsim z hlediska jejich konzistence (viskozity) a dale, jakou antimikrobni u¢in-

nost budou mit po delsi dob¢ skladovani v riznych teplotnich rezimech.

5.1 Méreni pH Vv pribéhu skladovani a riznych teplotnich podminkach

V prubéhu testovani stability vyrobenych antimikrobnich geli bylo nutné v urcitych caso-
vych intervalech (0, 1, 2, 3, 6, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56 dni) mé&fit pH gelt a sledovat,
zda ma teplota a doba skladovani vliv na zménu jejich pH. Jak je patrné z Tab. 9., teplota
a doba skladovani u gela s pfidavkem esencialniho oleje neméla zésadni vliv na pH, piesto
vSak jisté snizeni v prubéhu skladovani nastalo, a to o hodnoty pH 0,06 az 0,26. Také bylo
patrné, ze vyssi teplota skladovani, konkrétné 37 a 50 °C méla vétsi vliv na pH, jelikoz
pii téchto teplotich doSlo k vétSimu snizeni pH, V porovnani s laboratorni teplotou

(2242 °C).
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Tab. 9. Hodnoty pH gelii v riiznych teplotnich rezimech

Gely s pridavkem EO
Den Hrebickovy SkoFicovy Tymianovy Citronovy
2242 °C| 37°C | 50°C |22+£2°C| 37°C | 50°C |22£2°C]| 37°C | 50°C |[22+2°C| 37°C | 50°C
0 5,96 5,89 6,13 6,09
1 6,95 591 5,92 5,90 5,87 5,89 6,10 6,14 6,10 6,09 6,09 6,10
2 6,94 591 5,92 5,89 5,87 5,83 6,10 6,12 6,08 6,08 6,09 6,10
3 6,95 5,90 5,90 5,88 5,84 5,79 6,09 6,12 6,08 6,10 6,08 6,09
6 6,92 5,89 5,90 5,86 5,85 5,72 6,07 6,06 6,09 6,08 6,08 6,09
7 5,92 5,87 591 5,85 5,79 5,79 6,08 5,97 5,97 6,08 6,08 6,08
14 5,89 5,83 5,89 5,84 5,82 5,79 6,06 5,97 5,98 5,93 6,04 6,00
21 5,88 5,80 5,87 5,85 5,84 577 6,04 5,98 5,99 5,93 6,05 5,98
28 5,88 5,79 5,87 5,85 5,83 577 6,03 5,96 5,99 5,92 5,98 5,95
35 5,85 5,78 5,81 5,84 5,82 5,76 6,04 5,96 5,89 5,94 5,96 5,94
42 5,86 5,76 577 5,84 5,83 577 6,05 5,95 5,90 5,92 5,94 5,93
56 5,83 5,75 577 5,82 5,83 5,76 6,02 5,93 5,87 591 5,93 5,93
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V piipadé smésnych geli, které byly navic obohacené kyselinou mandlovou, neméla teplota a doba skladovani téméf zadny vliv na zménu pH,
coz je patrné z Tab. 10. Ke snizeni pH u téchto gelti doslo v rozmezi hodnot pH 0,02 az 0,11, toto snizeni bylo mnohem nizs§i v porovnani s gely

s pridavkem esencialnich olejt, u kterych doslo ke snizeni mnohem vétSimu.

Tab. 10. Hodnoty pH gelii v riiznych teplotnich rezimech

Smésné gely s pridavkem EO

Den Hiebickovy Skoticovy Tymianovy Citronovy

22+£2°C| 37°C | 50°C [22£2°C| 37°C | 50°C [22£2°C| 37°C | 50°C [22£2°C| 37°C | 50°C

5,61 5,69 5,69 6,19

5,61 5,61 5,61 5,69 5,70 5,70 5,70 5,69 5,68 6,20 6,19 6,19

5,61 5,60 5,62 5,69 5,68 5,68 5,69 5,68 5,66 6,20 6,19 6,18

5,60 5,61 5,62 5,68 5,69 5,67 5,68 5,69 5,67 6,21 6,20 6,19

0
1
2
3 5,62 5,60 5,61 5,68 5,69 5,67 5,69 5,68 5,67 6,21 6,20 6,19
6
7

5,60 5,61 5,62 5,69 5,68 5,69 5,69 5,69 5,68 6,21 6,20 6,19

14 5,58 5,60 5,62 5,68 5,68 5,68 5,69 5,70 5,68 6,19 6,20 6,19

21 5,59 5,60 5,61 5,67 5,67 5,65 5,67 5,69 5,67 6,17 6,12 6,11

28 5,60 5,57 5,58 5,67 5,68 5,63 5,66 5,67 5,65 6,15 6,11 6,10

35 5,59 5,97 5,56 5,68 5,66 5,63 5,66 5,65 5,64 6,16 6,11 6,10

42 5,58 5,54 5,56 5,67 5,66 5,64 5,67 5,65 5,62 6,14 6,10 6,10

56 5,57 5,54 5,56 5,66 5,63 5,60 5,67 5,66 5,64 6,14 6,10 6,08
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Je tedy mozné Fici, ze ptidavek roztoku kyseliny mandlové by mohl mit potencialné ptizni-
vy vliv na stabilitu pH geld nebo by to mohlo byt zpisobeno Vv disledku vyssiho obsahu

Carbomeru v systému nez tomu bylo u geld s esencialnimi oleji.

5.2 Vliv teploty na viskozitu antimikrobnich geli

Jak jiz bylo feceno vyse, hlavnim cilem prace bylo zjistit, jaky ma vliv teplota na stabilitu

gelll, a to predevsim z hlediska jejich viskozity.

Pti skladovani gell s esencialnimi oleji pfi laboratorni teploté ( Obr. 9.), coz odpovidalo
teploté piiblizné¢ 2242 °C nastalo prvni vyrazné snizeni viskozity 7. den skladovani,
a to pfedevsim u gelu s piidavkem citronového esencialniho oleje, v dalsich dnech sklado-
vani jiz tak markantni snizeni u méfenych vzorka tohoto gelu nenastalo. U ostatnich gelt
bylo snizeni viskozity postupné a nebylo tak vyrazné jako v piipadé gelt s citronovym

esencialnim olejem.
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Obr. 9. Graf zavislosti viskozity na case pri testovani gelii s esencidalnimi oleji

(1 hrebicek , 2 skorice, 3 tymian , 4 citron) pri 22+2 °C

Pti skladovani vzorka gelt pii 37 °C ( Obr. 10.), bylo zifejmé, ze prvnich 7 dni nedo-
chazelo k vyraznym nebo az na vyjimky (gel s hiebickovym olejem) zadnym zménam Vvis-
kozity, a to az od 14. dne, kdy doslo k vyrazn&jSimu snizeni viskozit u v§ech testovanych

vzorku gelu, konkrétné na gel s pifidavkem hiebickového esencialniho oleje m¢la tato tep-
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lota nejvétsi vliv a naopak na gel s ptidavkem citronového esencialniho oleje méla vliv

nejnizsi.
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Obr. 10. Graf zavislosti viskozity na case pri testovani gelii s esencidlnimi oleji

(1 hrebicek , 2 skorice, 3 tymian , 4 citron)pri 37 °C

Teplota 50 °C méla na vzorky geli s esencialnimi oleji nejvétsi negativni vliv. Od sedmého
dne totiz dochazelo ke snizovani viskozity, které Ize nazorn¢€ vidétna ~ Obr. 11. Na kon-
ci testovani doslo k vyraznym zménam ve viskozité vSech testovanych gelti oproti ptvod-
nim hodnotam. Zasadni vliv méla teplota predevS§im na gel s piidavkem hiebickového

esencialniho oleje, u néhoz jeho gelovita strukturni sit’ téméi zanikla.
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Obr. 11 Graf zavislosti viskozity na case pri testovani gelii s esencidlnimi oleji

(1 hrebicek , 2 skorice, 3 tymian , 4 citron) pri 50 °C

Pti skladovani vzorkl geld s pfidavky esencialnich olejii po dobu 56 dni méla prokazatelné
nejvetsi vliv na stabilitu (viskozitu) vSech gela teplota nejvyssi, tedy 50 °C. Laboratorni
teplota méla zasadni vliv pfedevS§im na viskozitu gelti s piidavkem citronového oleje,
zatimco gel s pridavkem tymidnového oleje si udrzel viskozitu nejvyssi. Zajimavé bylo,
ze v piipadé¢ skladovani téchto gelii pti 37 °C nebyl pocatecni pokles viskozity v porovnani
s laboratorni teplotou tak vyrazny a nastal pozdé&ji. Piesto byla u vzorkid gell v zavéru tes-
tovani pii 37 °C skladovani vyrazné nizsi viskozita oproti jejich skladovani pii laboratorni
teploté. Dalsi zajimavosti byla zména viskozity gelu s ptidavkem citronového oleje, ktera
pii skladovani pfti laboratorni teploté klesla mnohem vyraznéji, nez tomu bylo pii sklado-
vani pii 37 °C. Viskozita v piipadé geld s piidavkem esencialniho skoficového a tymiano-
vého oleje Klesala v zavislosti ha ¢ase a zvySujici se teplotou skladovani ptiblizné stejné.
Dale bylo zjisténo, Ze teplota méla nejvétsi destruktivni vliv na gel s ptidav-
kem hiebickového esencialniho oleje, kdy byl zaznamenan nejvyssi pokles viskozity

a 56. den testovani mél tento gel spiSe konzistenci roztoku nez gelu.
Je tedy zfejmé, Ze na zakladé ziskanych vysledkl zvysena teplota spolecné s pribyvajici
dobou skladovani méla negativni vliv na viskozitu gelti a postupné dochazelo k destrukci

sit¢ gelu.
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V ptipad€é smésnych geld, tj. geld obohacenych roztokem kyseliny mandlové, jejichZz vy-
sledné grafické zndzornéni namétenych hodnot viskozit pii riznych skladovacich podmin-
kach je znazornéno na Obr. 12., Obr. 13., Obr. 14. lze fici, ze laboratorni
teplota pfi jejich skladovani neméla po celou dobu testovani na viskozitu téchto geld vy-
razngj$i vliv. Pfi vySSich teplotach skladovani vSak dochéazelo v prvnich dnech testovani u
nékterych vzorki gelti dokonce k navysSeni jejich viskozity. U vSech vzork smésnych geld,
az na gel s pfidavkem tymianového oleje, nedoslo pii vyssSich teplotach skladovani
K vyraznym poklesim viskozity. Jak jiz bylo zminéno vyse, u jediného smésného gelu
S tymianovym esencialnim olejem doslo vlivem teploty k vyraznému poklesu jeho viskozi-

ty.
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Obr. 12. Graf zadvislosti viskozity na case smésného gelu s esencidlnim olejem

(A hrebicek, B skorice, C tymian, D citron) a kyselinou mandlovou pri 22+2 °C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

20000 -

18000 -+

16000 -

14000 -

[y

o)

o

8
|

B

8000 -+
mc

viskozita [mPs]
g
g

6000 - =D

4000 -

0 1 2 3 5] 7 14 21 28 35 42 56
&as [dny]

Obr. 13. Graf zavislosti viskozity na case smésnych gelii S esencidlnim olejem

A hirebicek, B skorice, C tymian, D citron)a kyselinou mandlovou pri 37 °C
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Obr. 14. Graf zavisloti viskozity na case smésnych gelii S esencidalnim olejem

(A hrebicek, B skorice, C tymian, D citron)a kyselinou mandlovou pri 50 °C
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Porovnanim vyslednych hodnot viskozit obou sérii vzorkt, jak geli pouze s piidavkem
esencialnich oleju, tak smésnych geld obohacenych o piidavek roztoku kyseliny mandlové,
1ze tici, Ze teplota méla vyrazny vliv na gely obsahujici pouze esencialni olej, zatimco pfi-
davek kyseliny mandlové mél nejspiSe podplirny a stabilizacni vliv, s ohledem na jejich

viskozitu.

5.3 Antimikrobni testovani geli

Antimikrobni testovani bylo provadéno pomoci jamkové difuzni metody, kdy byly vyuzity
gram-pozitivni (S. aureus a M. luteus) a gram-negativni (P. aeruginosa a E. coli) bakterie,
dale pak kvasinky C. albicans a C. parapsilosis. Testovani bylo provadéno jak v den pii-
pravy gelt, tak potom nasledné 7., 14., 21., 28., 35., 42. a 56. den. Teploty testovani gell
byly stejné, jako tomu bylo u sledovani stability gela.

Na zaklad¢ vysledku jamkové difuzni metody provedené u geld s esencialnimi oleji, skla-
dovanych pfi laboratorni teploté bylo zjisténo, ze gely vykazovaly pomérné dobrou antimi-
krobni G¢innost proti pouzitym testovacim mikroorganizmim, az na gel s obsahem citro-
nového esencialniho oleje, ktery nevykazoval inhibi¢ni uGCinnost proti zadnému
z testovacich mikroorganizmi. Dale, ucinnost proti M. luteus vykazoval pouze gel s pii-

davkem tymianového oleje. Velikosti inhibi¢nich zoén testovanych geli s ptidav-

Ky esencialnich oleji na pocatku testovani (0. den) jsou uvedeny na Obr. 15.
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Obr. 15. Antimikrobni ucinnost geli s esencidlnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,

3 tymian, 4 citron) na pocatku testovani
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Pti laboratorni teploté si gely s pfidavkem esencialnich oleji udrzely dobré inhibi¢ni ucin-
Ky proti testovacim mikroorganizmim po celou dobu testovani (56 dnti). Vyjimku tvofil
gel s pridavkem hiebickového a skoficového esencialniho oleje, jelikoz tyto nevykazovaly
inhibi¢ni ucinky vuci S. aureus a M. luteus (Obr. 16.), navic gel s pfidavkem esencialniho
hiebi¢kového oleje nebyl Géinny ani proti P. aeruginosa. Gel s piidavkem citronového
esencidlniho oleje nebyl ucinny proti zddnému z testovacich mikroorganizmd, a to v pra-
behu celého testovani. Dale bylo z vysledkl patrné, ze s ptibyvajici dobou skladovéni

se snizuje ucinnost proti testovacim mikroorganizmam.
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Obr. 16. Inhibicni ucinky gelii s esencialnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,
3 tymidan, 4 citron) 56. den pri 2242 °C

Nejlepsi antimikrobni u¢innost sledovanou pii laboratorni teploté vykazoval tedy gel s pfi-
davkem esencialniho  tymianového oleje, a to jak proti gram-pozitivnim,
tak gram-negativnim bakteriim, vici kvasinkam vykazoval v prvnich dnech testovani velmi
dobrou ucinnost, ktera se bohuzel v pribéhu skladovani vyrazné snizila. Gel s piidav-
kem esencialniho skoficového oleje vykazoval v prvnich dnech testovani nejlepsi antimi-
krobni Géinnost ze vSech testovanych vzorki gelt, a to predevsim vuci S. aureus a kvasin-
kam, posledni den testovani vSak vaci S. aureus jiz uc¢innost nevykazoval, zato viici kva-

sinkam si gel udrzel dosti vysokou ucinnost po celou dobu jeho testovani.

Ucinnost vic¢i mikroorganizmiim se snizovala s dobou skladovani gelt a pii zvysené teplo-

té skladovani. Konkrétné pii 37 °C byl ubytek velikosti inhibi¢nich zon dosti znatelny
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( Obr. 17.), kdy zadny z testovanych geld s ptidavky esencialnich oleji nevykazoval

jiz zadnou uc¢innost vici P. aeruginosa.
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Obr. 17. Inhibicni ucinnost geli s esencidalnimi oleji (1 hiebicek, 2 skorice,

3 tymian, 4 citron) 7. den pri 37 °C

Podobné inhibiéni u¢inky, jako tomu bylo 7. den testovani si gely udrzely po dobu 28. dnt
( Obr. 18.), poté jiz gely s obsahem hiebi¢kového a skoficového oleje nevykazovaly

inhibiéni t¢innost vici S. aureus, P. aeruginosa a M. luteus.
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Obr. 18. Inhibicni ucinnost gelii s esencialnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,

3 tymian, 4 citron) 28. den pri 37 °C
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Posledni den testovani (56. den, Obr. 19) vyrazné poklesly uc¢inky gelt vuci sledova-
nym mikroorganizmim. Témeét vSechny vyrobené gely s obsahem esencialnich oleju, skla-
dovanych pfi teploté 37 °C a po dobu 56 dni vykazovaly inhibi¢ni G¢inky jen vaci E. coli a
kvasinkam. Gel s aktivni slozkou hiebickovym olejem jiz nemél u¢innost proti zadné ze
sledovanych bakterii a gel s obsahem tymianového oleje nemél ucinnost viuéi kvasince

C. parapsilosis.
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Obr. 19. Inhibicni ucinky geli s esencidalnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,
3 tymian, 4 citron) 56. den pri 37 °C

Pfi nejvyssi teploté skladovani (50 °C) doslo u geld po sedmi dnech jejiho skladovani
K nejvyraznéjsimu snizeni jejich antimikrobni ucinnosti, coz je také nazorné vidét
na Obr. 20. Tak jako v pfedchozim piipadé, jiz od 7. dne testovani nevykazovaly gely
s obsahem esencialnich oleji zadnou wcinnost proti P. aeruginosa, také gel s ptidav-

kem hiebi¢kového esencialniho oleje nebyl jiz ucinny ani proti C. albicans.
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Obr. 20. Inhibicni ucinnost gelii s esencidalnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,

3 tymian, 4 citron) 7. den pri 50 °C

Obdobnou uc¢innost vykazovaly gely i do 21. dne jejich testovani. V dalSich dnech testova-
ni byla jejich antimikrobni u¢innost uz vyrazné niz$i, a to konkrétné pouze u gelu s pridav-
kem tymianového esencialniho oleje byla zjisténa G¢innost vuci bakteriim ( Obr. 21)),
ostatni gely (s obsahem hiebickového a skoficového oleje) ucinkovaly spise proti kvasin-

kam.
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Obr. 21. Inhibicni ucinnost gelii s esencialnimi oleji (1 hrebicek, 2 skorice,

3 tymian, 4 citron) 28. den pri 50 °C
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Posledni den testovani (56. den) pfi teploté 50 °C jiz zadny z gelia nevykazoval jakoukoliv
inhibi¢ni aktivitu proti sledovanym mikroorganizmim, vyjimku tvofil pouze gel s obsahem
skoficového esencialniho oleje, ktery vykazoval malou antimikrobni aktivitu vaci C. para-

psilosis.

Ze ziskanych vysledku lze tedy fici, Ze teplota a doba skladovani ma vyrazny vliv na anti-
mikrobni u€innost testovanych geld. Predevsim zvySena teplota nejvice negativné ovliviio-

vala slozeni esencialnich oleju obsazenych v gelech, a to vlivem jejich oxidace.

Antimikrobni u¢innost smésnych gelit obohacenych navic pfidavkem roztoku kyseliny
mandlové na pocatku testovani byla velmi dobra, v§echny ptipravené gely totiz vykazovaly
dostate¢nou antimikrobni U¢innost proti vSem testovacim mikroorganizmim. Velikost

inhibi¢nich z6n téchto gell je nazorng vidét na Obr. 22.
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Obr. 22. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S eSencialnimi oleji (A hrebicek,

B skorice, C tymian, D citron) a kys. mandlovou 0. den pri 2212 °C

Stejné tak i posledni den testovani (56. den) si gely udrzely pii teploté 22+2 °C stale dob-
rou antimikrobni u¢innost (viz. Obr. 23.). Posledni den testovani smésné gely,
s vyjimkou smésného gelu s obsahem tymianového oleje nevykazovaly Géinnost proti P.
aeruginosa. Také antimikrobni U¢innost smésného gelu s obsahem citronového oleje jiz
nebyla zadna vaci E. coli, S. aureus, P. aeruginosa a C. albicans. Ostatni gely obohacené o
kyselinu mandlovou a esencialni hiebickovy, skoficovy a tymianovy olej si vSak udrzely

dobrou inhibi¢ni u€innost vici testovacim mikroorganizmiim.
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Obr. 23. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S eSencidlnimi oleji (A hrebicek,

B skorice, C tymian, D citron) a kys. mandlovou 56. den pri 22+2 °C

skladovéni pti 37 °C velmi dobrou inhibi¢ni ti¢innost.
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Obr. 24. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S esencialnimi oleji (A hrebicek,

B skorice, C tymidan, D citron) a kys. mandlovou 7. den pri 37 °C

U gelt skladovanych pti vyssi teploté, konkrétné 37 °C ( Obr. 24.), jejich antimikrobni
ucdinnost klesla oproti gelim skladovanych pii laboratorni teploté jen nepatrné, nejveétsi
snizeni bylo zaznamenano u smésného gelu s obsahem citronového oleje, ktery jiz nevyka-

zoval zadnou ucinnost proti kvasince C. albicans. Ostatni smésné gely si udrzely i po tydnu
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Jak je patrné z Obr. 25., antimikrobni G¢innost proti nékterym testovacim mikroor-
ganizmim si smésné gely udrzely i po dobu 28. dnl. Vyjimku tvorila P. aeruginsa, u které
nebyly u Zadného z testovanych geli zaznamenany jakékoliv antimikrobni ucinky, dale

vuci S. aureus vykazoval ucinnost pouze smésny gel s piidavkem tymianového oleje.

12
— 10 -
E
[ 8 -
1}
=
R 6 -
:g mA
— 4 —
=
:E mB
—— 2 - C

o | il =D

N o 3 S ) e
& & &’ < o N2
% N o W L o
° .,)Q . N Q
S ot & (_,.0 (©
o Q‘)
Q- (o
Druh mikroorganizmu

Obr. 25. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S eSencidlnimi oleji (A hrebicek,

B skorice, C tymian, D citron) a kys. mandlovou 28. den pri 37 °C

Na konci testovani pfi teploté 37 °C ( Obr. 26.) byla u¢innost smésnych gela razant-
né sniZena, kdy smésny gel obohaceny o hiebickovy esencialni olej jiz nevykazoval ucin-
nost ani proti bakteriim, ani proti kvasinkam. Dale, Zadny testovany gel nevykazoval uéin-
nost vici S. aureus a P. aeruginosa. Proti bakterii M. luteus byly v posledni den testovani
ucinné pouze smeésné gely s obsahem tymianového a citronového oleje. Vici E. coli byl
ucinny pouze smésny gel s piidavkem tymianového oleje. Proti obéma druhtim kvasinek

byl uc¢inny pouze smésny gel s obsahem skoficového esencialniho oleje.
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Obr. 26. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S esencialnimi oleji (A hrebicek, B

skorice, C tymidan, D citron) a kys. mandlovou 56. den pri 37 °C

Na  Obr. 27. Ize zase nazorn¢ vidét, jaky ma teplota 50 °C pusobici na smésné gely po

tydnu skladovani razantni vliv na jejich G¢innost vici sledovanym mikroorganizmim. Po

tydnu skladovani jiz nevykazovaly smésné gely s obsahem hiebickového, tymianového

a citronového oleje ucinnost vici P. aeruginosa a stejné jako tomu bylo i u teploty 37 °C,

smésny gel s obsahem citronového oleje jiz nevykazoval ucinnost vici C. albicans.
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Obr. 27. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S esencialnimi oleji (A hiebicek, B

skorice, C tymian, D citron) a kys. mandlovou 7. den pri 50 °C
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Po uplynuti 21 dni v teploté 50 °C, smésné gely vyrazné svoji antimikrobni u¢innost ztrati-
ly, a to vii¢i vSem testovacim mikroorganizmim. Dvacaty prvni den byl poslednim dnem,
kdy smésné gely vykazovaly alesponn malou odolnost vici nékterym mikroorganizmtm,
coz je také znazornéno ina Obr. 28. Nejlepsi antimikrobni ucinky si zachovaly smésné
gely s obsahem tymianového a skotficového oleje, kdy smésny gel s obsahem tymianového
oleje nevykazoval G¢innost pouze proti P. aeruginosa a smésny gel s obsahem skotficového
oleje nevykazoval inhibi¢ni ucinnost jen vuci S. aureus. Posledni den testovani, tedy
56. den, nevykazoval jiz zadny ze smésnych gell jakoukoliv inhibi¢ni G¢innost proti sledo-

vanym mikroorganizmam.
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Obr. 28. Inhibicni ucinnost smésnych gelii S esencidlnimi oleji (A hirebicek, B skorice,

C tymian, D citron) a kys. mandlovou 21. den pri 50 °C

Porovnanim vysledkl jamkové difuzni metody gelll s esencidlnimi oleji a smésnych geli
lze fici, ze pocatecni antimikrobni G¢innost vic¢i vSem sledovanym mikroorganismim byla
dostate¢na, a to 1 V piipadé¢ smésnych gell, u kterych byla piredev§im u smésného gelu
s obsahem citronového oleje zaznamenana antimikrobni G¢innost. Presto gely s obsahem
pouze esencidlnich oleji si udrzely vyrazné lepsi antimikrobni uc¢innost v prabéhu celé

doby testovani, a to i pii plisobenim vyssich teplot.
Lze tedy z vysledka vyvodit, Ze nejenom zvySujici se teplota, ale i celkova doba skladovani

ma vyrazny vliv na antimikrobni G¢innost, a to jak u geld s obsahem esencialnich oleja,

tak i smésnych geld. Ziskané poznatky koresponduji s praci TUREK et. al., 2013 [68], kte-
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ra fika, Ze u esencialnich oleji klesa stabilita a dochazi ke zménam chemického slozeni
vlivem zvysené teploty pii skladovani, coz mize mit neblahy vliv na vyslednou antimi-

krobni u¢innost.

5.4 Vyhodnoceni dopliikové metody

Dopliikova metoda byla provedena pro ovéfeni vysledkii ziskanych na zakladé jamkové
difuzni metody, a to jak u gelti s obsahem esencialnich oleju, tak u smésnych gelt. Testo-
vani pomoci této metody prob&hlo na pocatku, tj. v nulty den a nasledné na konci (56. den)

testovani.

V tabulkach (Tab. 11, Tab. 12., Tab. 13., Tab. 14.) jsou shrnuty vysledky doplitkové meto-
dy na pocatku a konci experimentu. Ze ziskanych vysledki lze fici, ze se tyto plné shoduji
s vysledky ziskanymi jamkovou difuzni metodou (kap. 5.3). Nékteré¢ vysledky ziskané
z vysledkt doplnkové metody ukazuji, ze nékteré z gelti maji dokonce lepsi ucinnost vici

testovacim mikroorganizmiim, nez tomu bylo u jamkové metody.

Tab. 11. Vyhodnoceni dopliikové metody gelit na pocatku experimentu

Druh Mikroorganizmu
Vzorek ]
gelu E. coli P. aegl;gmo- S. aureus | M. luteus | C. albicans | C. parapsilosis
1 - ++ - +++ - -
2 - - + ++ - -
3 - - - - - -
4 ++ +++ +++ +++ ++ ++
A - - - - - -
B - - - - - -
C - - - - - -
D - - - - - -
Kontrola| +++ +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. - zadny narGst, + slaby riist, ++ stfedni rlst, +++ silny rist; Druh EO (1, A hiebicek, 2, B skofice,

3, C tymian, 4, D citron)
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Tab. 12. Vyhodnoceni doplikové metody vzorkii gelii posledni den experimentu pri

2242 °C
Druh Mikroorganizmu
Vzorek )
gelu E. coli P. ae;l;gmo- S. aureus | M. luteus | C. albicans | C. parapsilosis
1 + + ++ ++ - -
2 - - + ++ - -
3 - - - - - -
4 +++ +++ +++ +++ +++ +++
A + +++ ++ - - -
B - +++ - - - -
C - + - - - -
D ++ +++ ++ - + -
Kontrola| +++ +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. - zadny narust, + slaby rust, ++ stfedni rast, +++ silny rast; Druh EO (1, A hiebicek, 2, B skofice,

3, C tymian, 4, D citron)

Tab. 13. Vyhodnoceni doplitkové metody vzorkii gelii posledni den experimentu pri 37 °C

Druh Mikroorganizmu

Vzorek .

gelu E. coli P. ae;l;gmo- S. aureus | M. luteus | C. albicans | C. parapsilosis
1 + +++ ++ +++ - -
2 - +++ +++ +++ - -
3 - +++ ++ + - +
4 +++ +++ +++ +++ +++ +++
A ++ +++ ++ + ++ ++
B +++ +++ + ++ - -
C - + - - + +
D ++ +++ ++ - +++ +++

Kontrola| +++ +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. - zadny narist, + slaby rust, ++ stfedni rist, +++ silny rast; Druh EO (1, A hiebicek, 2, B skofice,

3, C tymian, 4, D citron)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

75

Tab. 14. Vyhodnoceni dopliikové metody vzorkii gelii posledni den experimentu pri 50 °C

Druh Mikroorganizmu

Vzorek )
gelu E. coli P. ae;t;glno- S. aureus | M. luteus | C. albicans | C. parapsilosis
1 +++ +++ +++ +++ + -
2 + +++ +++ +++ - -
3 - +++ - + - +
4 +++ +++ +++ +++ +++ +++
A +++ +++ +++ +++ ++ ++
B +++ +++ ++ ++ + +
C ++ ++ ++ + ++ ++
D ++ +++ ++ + +++ ++

Kontrola] +++ +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. - Zadny narust, + slaby rust, ++ stfedni rast, +++ silny rast; Druh EO (1, A hiebicek, 2, B skofice,

3, C tymian, 4, D citron)

5.5 Zmeény barvy a viné geli v pribéhu testovani stability

Pfi testovani stability je dalSim dilezitym faktorem sledovani senzorickych vlastnosti vy-

robki, proto byla v prib&hu testovani sledovana i viing a barva vyrobenych geld.

Na Obr. 29. a Obr. 30. 1ze nazorné vidét vzhled Cerstvé vyrobenych geli, a to jak smés-

nych, tak i téch s ptidavkem pouze esencialnich oleja, kdy jsou vSechny tyto mlécné zaka-

lené s mirnymi odstiny do hnéda nebo Seda. Toto zabarveni je zplisobeno piidavkem esen-

cidlnich oleji. Déle si lze povSimnout, ze u geli doslo piidavkem esencidlnich oleji

k vyraznému ubytku bublin, které jsou pro gely charakteristické.
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Obr. 29. Pripravené gely zleva s hirebickovym, skoricovym,

tymianovym esencidlnim olejem

Obr. 30. Pripravené smésné gely s kys. mandlovou a zleva

S hiebickovym, skoricovym, tymianovym a citronovym

esencialnim olejem

V pribéhu skladovani doslo u geld s piidavkem hiebickového oleje ke zméné jeho zabar-
veni, prvotni barevna zména nastala 21. den skladovani pii teploté 50 °C, kdy vysledny gel

byl zbarven do svétle hnéda. Tato barevna zména se v pribéhu Casu jesté vice zintenzivni-
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la, a to az do vysledného zbarveni, které je znazornéno na Obr. 31. vpravo. Vyrazné také
poklesla i viskozita gelu. Barevna zména také probéhla u téhoz vzorku skladovaného
pti 37 °C, ale az ke konci testovani (42. den). Skladovani gelti pti laboratorni teploté nemé-
lo na vysledné zabarveni gelu téméf zadny vliv, doSlo zde pouze k mirnému vycefeni,

v disledku snizeni viskozity gelu.

Obr. 31. Zmeény barvy gelu s pridavkem hrebickového

esencialniho oleje 56. den pri riuznych skladovacich teplo-

tach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)

Po celou dobu testovani si gely zachovaly charakteristickou viini po hiebicku,
ktera se skladovanim jesté zintenzivnila, v piipadé vyssich teplot doSlo na konci testovani

K mirnému nepfijemnému $tiplavému podtonu.

Gely s ptidavkem skoticového oleje (Obr. 32.), v zavislosti na ptibyvajicim Case a teploté
skladovéani pribézné ztransparentnély, k vyraznym barevnym zméndm u téchto geld vSak
nedoslo. Jejich vuné byla na zacatku testovani velmi intenzivni skoficova, ktera vSak
s teplotou a dobou skladovani klesala, charakter esencidlniho oleje byl vSak zachovéan

po celou dobu testovani toho gelu.
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Obr. 32. Zmeény barvy gelu s pridavkem skoricového esen-

cialniho oleje 56. den pri riznych skladovacich teplotdch

(zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)

V piipadé gelu, kde byla pouzita jako G¢inna latka tymianovy olej, doslo v prubéhu jeho
skladovani k nejrychlej$im zménam ve zbarveni, kdy jiz 14. den pii 50 °C nastalo jeho
mirné zhnédnuti a dalii tyden byl tento gel uz tmavé hnédy. Ctyficaty druhy den testovéni
doslo k vyraznému sniZeni jeho viskozity a vysledny gel zesvétlal. Posledni den byl dokon-
ce témét Ciry. U ostatnich dvou vzorkii skladovanych pfi laboratorni teploté a pii 37 °C
nedos$lo Vv jejich zbarveni téméf k zadnym zménam, vyraznéj$i zména nastala pouze pii
37 °C, kdy vzorek gelu nabyl transparentniho charakteru. Vysledné barevné zmény gelu lze
vidét na Obr. 33.
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Obr. 33. Zmeny barvy gelu s pridavkem tymidnového

esencialniho oleje 56. den pri ruznych skladovacich teplo-

tach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)

Gely s obsahem citronového oleje v pribéhu skladovani pii riznych teplotach, se vlivem
jejich vyrazného snizeni viskozity staly transparentni, a to nejen pii vyssich teplotach, ale
dokonce i pti teploté laboratorni. Zména barvy nastala jen pti skladovani pii teploté 50 °C,
kdy vysledna barva gelu byla do Sedého odstinu. Vysledné zabarveni jednotlivych vzorkt

gell posledni den testovani je znazornéno na Obr. 34.
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Obr. 34. Zmény barvy gelu s citronovym esencialnim olejem

56. den pri riznych skladovacich teplotach (zleva 2242 °C,
37°Ca50-°C)

Oproti ostatnim vzorktim geld nastal zde vlivem zvySené teploty vyrazny ubytek citronové
ving, a to predevSim pfi teploté 50 °C, zatimco pii laboratorni teploté se intenzita ving

vyrazné zvysila.

U smésného gelu obsahujiciho mimo kyselinu mandlovou i hiebickovy olej, doslo vlivem
odlisnych skladovacich podminek k nasledujicim zménam (Obr. 35.), konkrétné se jednalo
0 mirnou zménu zabarveni 28. den pii 50 °C, ktera se do konce testovani vyrazné zvysila.
Pti 37 °C barevna zména nastala az na konci testovani, kdy gel ziskal svétle hnédé zbarve-

ni. Gel skladovany pfi laboratorni teploté byl po celou dobu jeho testovani zabarven stejné.
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Obr. 35. Zmeny barvy smésného gelu s pridavkem hiebic-

kového esencialniho oleje 56. den pri riiznych skladova-

cich teplotach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)

Po celou dobu testovani si také viné zachovala sviij charakter, pouze zvySena teplota

ke konci testovani u geli zpiisobila nepiijemné Stiplavy nadech.

U vzorkil smésného gelu obohaceného navic skoficovym olejem nenastala po celou dobu
jeho testovani zména ve viskozité, presto jeho barevna zména ke konci testovani
byla v porovnani s gely obsahujici pouze esencialni olej daleko vyrazngjsi. Jak jiz bylo
feCeno, k vyraznéjSim zménam doslo az na konci testovani, coz je ndzorn¢ vidét
i na Obr. 36. Zména vin¢ nastala az pii vyssi teploté, tedy 50 °C, kdy intenzita skoficové

vin¢ byla snizena.
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Obr. 36. Zména barvy smésného gelu s pridavkem skori-

cového esencidlniho oleje 56. den pri riiznych skladova-

cich teplotach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)
Zména ve zbarveni V pribéhu skladovani u smésnych gelti obsahujicich tymianovy olej,
nastala 21. den, a to konkrétné pii 50 °C a nasledujici tyden (28. den testovani) doslo
k barevné zméné 1 pti 37 °C, ktera se S postupem c¢asu dale zintenziviiovala. Pti laboratorni
teploté nedoslo k zadné barevné zméné ani zméné v konzistenci. Barevné zmény gelt

V zavéru testovani jsou znazornény na Obr. 37.

Obr. 37. Zména barvy smésného gelu s pridavkem tymia-

nového esencidlniho oleje 56. den pri riiznych skladova-

cich teplotach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)
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Ving tohoto smésného gelu byla po celou dobu charakteristicky tymianova a v zavéru tes-
tovani pfi teploté 50 °C nabyla mirn¢ zemity zapach.

Smésny gel obohaceny navic citronovym olejem neprosel v priibéhu skladovani vyraznymi
barevnymi zménami, a to ani pii zvySenych teplotach. Doslo spise k zesvétleni mlééného

zabarveni, které navic u vzorku skladovaného pti 50 °C ziskalo Sedy nadech (viz Obr. 38.).

Obr. 38. Zména barvy smésného gelu s pridavkem citrono-

vého esencidlniho oleje 56. den pri riznych skladovacich

podminkach (zleva 22+2 °C, 37 °C a 50 °C)

Viun¢ byla po celou dobu skladovani intenzivné citronova, v zavéru testovani tato intenzita

vyrazné€ poklesla, predevs§im pii skladovani v teploté 50 °C.

5.6 Vysledky zatéZového testu

V dalsi ¢asti prace byly ptipravené gely podrobeny zatézovému testu, ktery by mél zjistit,
zda jsou esencialni oleje a kyselina mandlova pouzité v gelech u¢innymi konzerva¢nimi
latkami zabrafiujicimi Vv ristu mikroorganizmi. Testovani bylo provedeno na zakladé CSN
EN ISO 11930 [72], ktera byla pro naSe ucely mirn¢ modifikovana. Konkrétné bylo tieba
zjistit, zda misto bézného testovani mikrobialniho rustu pomoci metody roztéru na Petriho

miskach by bylo mozné vyuzit méteni optické denzity na spektrofotometru.
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Na zacatku testovani bylo nezbytné provést nékolik pre-experimentt, kdy se nejprve zkou-
Selo prométovat optickou denzitu u gelt s obsahem tymianového a citronového oleje,
které byly umyslné kontaminovany gram-negativni bakterii E. coli. Nejprve byly tedy
vzorky kontaminovéany a nasledné natedény v mikrotitra¢ni desti¢ce tekutou ptadou desit-
kovym fedim od 107 az do 10, také byl pouzit pro kontrolu sterilni bujon, bujon zaocko-
vany E. coli a vzorek bez umysIné kontaminace bakterii. Nasledovalo zméteni optické den-
zity a kultivace mikrotitra¢ni desti¢ky s gely a mikroorganismy do druhého dne pii 37 °C,
nasledné pak opétovné proméieni optické denzity. Pii porovnani hodnot optické denzity
bylo zjisténo, Ze u nafedénych vzorkd gelt s obsahem tymianového oleje nebyl zjistén zad-
ny rust sledované bakterie, zatimco u gelu s obsahem citronového oleje byl nartst viditel-
ny. Kontrolni vzorky vySly podle ptedpokladu, tzn. ze gel s obsahem tymianového oleje
mél natolik silné antimikrobni vlastnosti, Ze inhiboval rast sledované bakterie, zatimco
u gelu sobsahem citronového oleje byl rast E. coli zjisttn a to tak,
7ze se zvySujicim se fedénim vzorki gelu byla hodnota optické denzity vyssi,
tzn. ze s ubyvajicim mnozstvim G¢inné latky, tedy citronového esencidlniho oleje, byl na-
rast E. coli vyssi.

Bylo také nezbytné nutné zjistit, zda bude hodnota optické denzity zaznamenana i u gelt
netedénych. Z tohoto divodu byly do jednotlivych jamek mikrotitracni desti¢ky napipeto-
vany jak gely bez obsahu mikroorganismu, tak umysIné kontaminovany a opét provedeno
jejich fedéni aZ na hodnotu 10°. Po promé&feni optické denzity byly ziskané hodnoty
z pocatku méfeni dosti piekvapivé, jelikoz vzorky geli zaockovany E. coli mély mnohem
niz8i naméfenou optickou denzitu v porovnani s gely bez ptitomnosti E. coli. | piesto byla
tato mikrotitracni desticka dale podrobena kultivaci pti 37 °C a nasledujici den byla
u ni opét zméfena opticka denzita. Vysledkem bylo, ze u vSech jamek s obsahem geli do-
Slo ke snizeni optické denzity, coz bylo pravdépodobné zplisobeno 24 hodinovou inkubaci,
kdy nasledkem teploty (37 °C) mohlo dojit k mirnému poruSeni gelové sité a vzorky byly

tak vice naredény.

Na zéaklad¢ vysledk pre-experimentu bylo zjisténo, Ze méfeni optické denzity neni
pro gelové formy piipravki pfili§ vhodné, jelikoz pocatecni naméfené hodnoty neposkytly
zédané vysledky a dalSi testovani, které by probéhlo striktné dle doporuceni normy,

nebylo jiz dale z ¢asovych davodt provedeno.
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5.7 Mikrobialni Cistota geli

U nové vyrobenych gelti i u gelti skladovanych 56 dni v riznych teplotnich rezimech pro-
behlo testovani jejich mikrobiologické Cistoty, a to tak, Ze byl pouzit jednoduchy test,
kdy do sklenénych sterilnich zkumavek s tekutou ptidou byly napipetovany piislusné vzor-
ky gelt a nasledné tyto dva dny inkubovany piti 30 °C. Tento test byl proveden piedevsim
proto, ze vzorky jednotlivych gelti nemohly byt pied zahajenim jejich antimikrobniho tes-
tovani podrobeny sterilizaci, a to pfedev§im z diivodu nestability pouzitych aktivnich latek
(esencidlnich oleji) vic¢i vysokym teplotdm a také proto, ze by vysoka teplota sterilace

mohla mit negativni vliv na gelovou sit’ (sniZzeni viskozity gelu).

Po inkubaci byly tedy vSechny zkumavky vizualné zkontrolovany, zda v nich neni patrny
zakal, coz by znamenalo rast mikroorganismi. V Tab. 15. jsou pak uvedeny vysledky tes-
tovani mikrobialni Cistoty vyrobenych gelt. Z vysledki tedy vyplyva, Zze vyrobené gely
jsou mikrobialné ¢isté, jelikoz u testovanych vzorka geli nedoslo k zakaleni zkumavek,
kromé vzorku gelu s pfidavkem citronového esencidlniho oleje, kde se po dvou denni in-
kubaci objevil slaby zakal. V ptipadé€ ostatnich vzorkl gelti podrobenych riznym teplotnim
ale mirna kontaminace téchto vzorkl se dala piedpokladat, vzorky geld byly v pribéhu
testovani jejich stability kazdy tyden podrobovany méteni pH a viskozity
a nasledn¢ z nich byly odebirany i vzorky pro testovani jejich antimikrobni u¢innost.
Tim padem se kontaminaci nedalo vyraznym zptisobem zabranit, protoze jak méfeni pH,
tak meéfeni viskozity se provadi v béznych laboratornich podminkach, kde neni sterilni pro-

stredi.
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Tab. 15. Vyhodnoceni testovani mikrobidlni Cistoty gelu

Testované — _ | Teplota skladovani 56. den
vzorky Nové pFipravené testovani
o gely
gelu
22£2°C | 37°C | 50°C
1 - - + +++
2 - - - ++
3 - - + -
4 + ++ ++ ++
A - - -
B - + ++
C - - + -
D - - + ++

Pozn. - bez zakal, + slaby zakal, ++ stfedni zakal, +++ silny zakal; Druh EO

(1 a A hiebicek, 2 a B skofice, 3 a C tymian, 4 a D citron)
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ZAVER

Tato diplomova prace byla zamétena na vliv teploty na stabilitu a antimikrobni ucinnost
kosmetickych gelii s obsahem netradi¢nich antimikrobnich latek. Teoreticka cast je véno-
vana nejpouzivangjSim gelotvornym latkam a jejich vlastnostem, dale pak byla antimikrob-
nim latkam, a to jak bézn¢ pouzivanym V antibakteridlnich gelech (alkoholy), tak i netra-

di¢nim, mezi néz patii esencialni oleje a hydroxy kyseliny.

Experimentalni ¢ast popisuje piipravu jednotlivych antimikrobnich gelti a jejich nasledné
testovani stability, méfeni pH, viskozity a pozorovani zmén senzorickych vlastnosti. Dalsi
¢asti bylo i ovéfovani antimikrobni u¢innosti jednotlivych geld a také jejich celkova mi-

krobialni &istota.

V pribéhu testovani stability, po dobu 56 dni, bylo v urcitych intervalech méteno pH
u vzorka gelt s pridavkem hiebickového, skoficového, tymianového a citronového esenci-
alniho oleje a u smésnych gelti obohacenych navic roztokem kyseliny mandlové. Tyto
vzorky geli byly vystaveny riznym skladovacim teplotam (22+2 °C, 37 °C a 50 °C).
Na zaklad€ vysledkl bylo zjiSténo, Ze teplota, spolecné s prodluzujici dobou skladovani
nem¢la markantni vliv na zménu hodnot pH, jak u gelt s pfidavkem esencialnich oleji, tak
smésnych gelii. U geli doslo pfi zvySenych teplotach skladovani pouze k nepatrnému sni-
zeni pH. Byl také pozorovatelny rozdil mezi jednotlivymi typy geld, kdy u smésnych gela
doslo k mnohem mensSimu poklesku hodnot pH oproti gellim s esencidlnimi oleji, 1ze tedy
usuzovat, Ze kyselina mandlovad ma pozitivni vliv na udrZeni pH v gelovych forméach pfi-

pravkda.

U méfeni viskozity gelll bylo zfejmé, Ze u gell s pfidavkem esencialnich oleji doslo v pri-
béhu skladovani, jak pfi laboratorni teploté (2242 °C), tak pii zvySenych teplotach sklado-
vani (37 °C a 50 °C) k vyraznému snizeni hodnot viskozit. Snizeni viskozity bylo u jednot-
livych vzorkl gell s esencidlnimi oleji rozdilné, ziejmé vlivem odlisného chemického slo-
zeni jednotlivych typl esencidlnich oleji. V pfipadé vyslednych hodnot viskozit u smés-
nych gelll nedoslo ani pii pokojové teploté, ani pii zvySenych teplotdch k vyraznym zmg-
nam ve viskozité, pouze u gelu s ptfidavkem tymianového esencialniho oleje byl pokles
nejveétsi. Ostatni gely si udrzely pomérné dobrou viskozitu po celou dobu testovani.Lze

tedy fici, ze kyselina mandlova ma nejen podptrny vliv na pH, ale i na viskozitu geld. Sa-
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motny piidavek esencidlnich oleji ma spiSe negativni vliv na stabilitu (viskozitu) geld,
ktery se umoctuje pii delsim skladovani a zvySujici se teploté.

Pti testovani antimikrobni Gc¢innosti gelti bylo zjisténo, Zze pocate¢ni antimikrobni G¢inky
byly v pfipad¢ smésnych gelti obohacenych roztokem kyseliny mandlové podpoteny piede-
vS§im u gelu s citronovym esencialnim olejem, v porovnani s gelem s pfidavkem citronové-
ho esencialniho oleje bez pridavku roztoku kyseliny mandlové, ktery nevykazoval zadnou
antimikrobni u¢innost. Dale pak ptidavek roztoku kyseliny mandlové podpofil antimikrob-
ni ucinnost smésnych geli predevsim s pridavkem hiebickového a skoticového esencialni-
ho oleje proti S. aureus, M. luteus a C. albicans. Pfidavek kyseliny mandlové mirn¢ snizo-
val ucinnost jen v pfipadé testovani smésnych geld s tymianovym esencidlnim olejem.
| pfes tyto velmi pfiznivé pocatecni vysledky antimikrobni Gi€¢innosti smésnych gel, které
se v pribéhu skladovani a vlivem zvySenych tepot razantné snizily v porovnani s gely,
kde byly ucinnou latkou pouze esencidlni oleje, které si udrzely lepsi inhibi¢ni Uc¢inky
v prub¢hu testovani. Ze vSech testovanych gelti mél nejlepsi inhibiéni G¢inky proti bakteri-
im gel s pfidavkem tymidnového esencialniho oleje a smésny gel s pfidavkem tymianového
esencidlniho oleje, také smésny gel s piidavkem skoficového esencialniho oleje mél
V pocatcich testovani velmi dobré inhibi¢ni u¢inky. Nejsilnéjsi inhibi¢ni ucinek proti kva-
sinkam vykazovaly jak gel s pfidavkem skoficového esencialniho oleje, tak i smésny gel
s pfidavkem stejného esencialniho oleje. Lze tedy fici, Ze prodluzujici se doba skladovani
a zvySena teplota ma negativni vliv na antimikrobni G¢innost geli obohacenych esencial-

nimi oleji a roztokem kyseliny mandlové.

Pro ovéteni vysledkl ziskanych z jamkové difuzni metody byla provedena jesté doplikova
metoda. Bylo prokazano, ze vysledky jamkové difuzni metody koresponduji s vysledky

doplitkkové metody.

Jednim z dalSich parametri stabilitniho testovani jsou senzorické vlastnosti, které by si mél
vzorek udrZet po celou dobu testovani na pfijatelné urovni. Vizudlnim hodnocenim v pri-
behu celého testovani bylo zjisténo, ze zvysena teplota (37 a 50 °C) spolecné s ptibyvajici
dobou skladovani méla negativni vliv na zabarveni geli. Predevs§im ptidavek hiebic¢kového
a tymianového esencialniho oleje do gelové formy zbarvuje gel do hnéda, pravdépodobné
se tak délo nasledkem degradace chemickych sloucenin v esencialnich olejich. Co se tyce

zmény ving, zékladni charakter viiné po pouzitych esencialnich olejich byl v gelech zacho-
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van, jen u vzorkl skladovanych pii 50 °C se intenzita viin€ snizila nebo ziskala neptijemny

Stiplavy, pfipadné zemity podton.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
MC Methylceluloza

DS Stupen substituce

CMC Karboxymethylceluldza

G Gram-pozitivni bakterie

G Gram-negativni bakterie

AHA  a-hydroxy kyselina

MAO Monoaminooxidaza

MIC  Minimalni inhibi¢ni koncentrace
RPM  Pocet otacek

CCM  Ceska sbirka mikroorganizmii

McF  McFarlandova zakalova stupnice
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