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ABSTRAKT 

Diplomová práce se zabývá stanovením antimikrobních účinků pěti netradičních rostlinných 

olejů (tamanu, šípkový, rakytníkový, nimbový a olej z černého kmínu) na vybrané mikroorga-

nismy. V teoretické části práce je popsáno chemické složení studovaných olejů, jejich vlast-

nosti, využití v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu, jakož i metody pro hodnocení 

jejich antimikrobní účinnosti.    

Praktická část diplomové práce je zaměřená na stanovení inhibičních účinků studovaných 

olejů na vybrané gram-pozitivní a gram-negativní bakterie. Dále je práce věnována charak-

terizaci těchto olejů pomocí vhodných fyzikálních a chemických metod. Jsou rovněž před-

staveny výsledky z pilotních testů stanovení antioxidační aktivity a cytotoxicity. 

 

Klíčová slova: rostlinné oleje, antimikrobní účinky, antioxidační aktivita, cytotoxicita 

 

ABSTRACT 

Diploma thesis is dealing with the determination of antimicrobial activity of the five non-

traditional vegetable oils (tamanu, rosehip, sea buckthorn, neem and black cumin oil) on 

selected microorganisms. The theoretical part describes chemical composition of the studied 

oils, their properties and use in cosmetics and pharmaceutical industries, as well as methods 

for the evaluation of their antimicrobial efficacy. 

The experimental part is focused on determination of the inhibitory effect of the studied oils 

on the selected gram-positive and gram-negative bacteria. A part of the thesis is focused on 

the characterization of these oils using relevant physico-chemical methods. The results of 

pilot tests for antioxidant activity and cytotoxicity of the oils are also presented. 
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ÚVOD 

Rostlinné tuky a oleje patří do široké skupiny lipidů. Lipidy pak patří mezi základní složky 

lidské potravy, kde slouží jako zdroj energie a důležitý prvek ovlivňující správnou činnost a 

vývoj organismu. Podstatnou část olejů tvoří triacylglyceroly, což jsou estery mastných ky-

selin s alkoholem glycerolem. Mastné kyseliny tvoří největší část triacylglycerolů a jejich 

stupeň nenasycenosti má významný vliv na konzistenci tuků a olejů. Oleje obsahují vysoké 

množství nenasycených mastných kyselin, což jim dodává tekutou konzistenci. Významnou 

skupinu látek tvoří esenciální mastné kyseliny, které jsou pro lidský organismus nezbytné a 

hrají důležitou roli při ochraně organismu před celou řadou onemocnění. Rostlinné oleje jsou 

bohaté na ω-6 mastné kyseliny. Oleje doprovázejí i látky lipofilního charakteru, a to přede-

vším uhlovodíky, fosfolipidy, steroly, barviva, chuťové a aromatické látky, antioxidanty, 

vitaminy. 

Netradiční rostlinné oleje se získávají pomocí šetrných postupů s cílem zajistit jejich maxi-

mální kvalitu. Rozsah jejich využití je široký. Díky blahodárnému složení s obsahem celé 

řady bioaktivních látek mají jedinečné chemické vlastnosti a příznivé účinky na organismus. 

Většina netradičních olejů se spotřebovává v jejich přirozeném stavu, kde je zachována řada 

minoritních látek, které jsou obvykle z ostatních rostlinných olejů odstraňovány v různých 

fázích rafinace a zpracování. Slouží pro vnitřní užití, jako doplněk stravy nebo pro vnější 

užití. Vzhledem ke schopnostem změkčovat, regenerovat, vyživovat a léčit pokožku nachází 

uplatnění i v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu.  

V posledních letech se zvyšuje zájem o využití přírodních látek při léčbě různých onemoc-

nění, což podnítilo řadu farmaceutických firem, aby se touto problematikou zabývaly. U řady 

rostlinných olejů je známo, že mají antimikrobní účinky, čehož lze využít např. při léčbě 

onemocnění kůže. Jejich antimikrobní aktivita je přisuzována obsahu velkého množství bi-

oaktivních látek či éterických olejů, které některé oleje doprovázejí.  

Cílem praktické části diplomové práce bylo pomocí vhodných metod stanovit antimikrobní 

účinnost pěti druhů rostlinných olejů proti vybraným mikroorganismům. Další část práce 

byla věnována charakterizaci těchto olejů, stanovení jejich antioxidační aktivity a cytotoxi-

city. 
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I.  

 

TEORETICKÁ ČÁST 
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1 OBECNÉ SLOŽENÍ TUKŮ A OLEJŮ 

Tuky a oleje jsou převážně tvořeny triacylglyceroly. Po chemické stránce se jedná o estery 

mastných kyselin s trojsytným alkoholem glycerolem. Na glycerol může být vázaná jedna 

mastná kyselina, pak se jedná o monoacylglyceroly, jsou-li navázané dvě mastné kyseliny 

vzniknou diacylglyceroly a pokud jsou navázané tři mastné kyseliny, jde o triacylglyceroly 

[1, 2]. 

Jestliže jsou mastné kyseliny navázané na molekulu glycerolu stejné, v tomto případě jde 

o jednoduché triacylglyceroly a pokud jsou navázané mastné kyseliny různé, jedná se o smí-

šené triacylglyceroly. V přírodních tucích a olejích jsou v molekule navázány obvykle různé 

mastné kyseliny [1, 2]. 

Tuky jsou, díky převažujícímu zastoupení nasycených mastných kyselin, za běžných pod-

mínek tuhé, zatímco oleje jsou díky vysokému obsahu nenasycených mastných kyselin te-

kuté. Je rovněž známo, že rostlinné oleje obsahují kromě triacylglycerolů i doprovodné (mi-

noritní) látky, jejichž množství nepřevyšuje 1 %. Mezi tyto látky patří fosfolipidy, vitaminy, 

uhlovodíky, steroly, barviva, chuťové a aromatické látky a přírodní antioxidanty [1, 2].  

1.1 Mastné kyseliny  

Mastné kyseliny tvoří nejpodstatnější část tuků a olejů. Jsou to alifatické monokarboxylové 

kyseliny, které se liší svou délkou, stupněm nenasycenosti a charakterem nepolárního, uhlo-

vodíkového řetězce [1, 3].  

Podle délky uhlovodíkového řetězce se mastné kyseliny dělí na: 

 Mastné kyseliny s krátkým řetězcem, obsahující 4 – 6 atomů uhlíku; 

 Mastné kyseliny se středně dlouhým řetězcem, které obsahují 6–12 atomů uhlíku; 

 Mastné kyseliny s dlouhým řetězcem, osahující 14 – 20 atomů uhlíku; 

 Mastné kyseliny s velmi dlouhým řetězcem, které obsahují více jak 20 atomů uhlíku. 

Podle stupně nasycení uhlovodíkového řetězce se mastné kyseliny dělí na: 

 Nasycené, obsahující ve svém uhlovodíkovém řetězci pouze jednoduché vazby; 

 Nenasycené, které obsahují ve své struktuře kromě jednoduchých vazeb i vazby 

dvojné. 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 14 

  

Nenasycené mastné kyseliny se můžou dále dělit podle počtu dvojných vazeb na: 

 Monoenové (MUFA = monounsaturated fatty acids), obsahující ve své molekule 

jednu dvojnou vazbu; 

 Polyenové (PUFA = polyunsaturated fatty acids), obsahující ve své molekule dvě a 

více dvojných vazeb [1, 2, 3]. 

 

Některé polyenové mastné kyseliny jsou esenciální (α-linolenová, linolová), které si lidské 

tělo nedokáže syntetizovat a je třeba je přijímat prostřednictvím potravy. Dělí se do dvou 

skupin: ω-3 a ω-6 mastné kyseliny (název podle pozice první dvojné vazby počítáno od kon-

cového methylenového uhlíku). Mezi ω-3 mastné kyseliny řadíme: kyselinu                 α-

linolenovou, eikosapentaenovou (EPA) a kyselinu dokosahexaenovou (DHA). Do skupiny 

ω-6 mastných kyselin řadíme: kyselinu linolovou, γ-linolenovou a arachidonovou. Hlavním 

zdrojem ω-6 mastných kyselin jsou rostlinné oleje, zatímco ω-3 mastné kyseliny se vyskytují 

hlavně v rybím tuku a některých mořských živočiších. Nedostatek ale i změna poměru ω-6 

a ω-3 mastných kyselin může nepříznivě působit na lidské zdraví. Optimálně by ω-6 a ω-3 

mastné kyseliny měly být přijímány v poměru ca 4-5:1 [1, 4, 5].  

Mezi nejdůležitější zdraví prospěšné účinky ω-3 mastných kyselin např. patří: 

 Snižují pravděpodobnost vzniku onemocnění srdce; 

 Snižují hladinu LDL cholesterolu v krvi; 

 Snižují pravděpodobnost výskytu rakoviny;  

 Snižují vysoký krevní tlak; 

 Působí protizánětlivě; 

 Zvyšují hladinu HDL cholesterolu v krvi; 

 Posilují imunitu; 

 Příznivě působí při alergiích, cukrovce a artróze atd. 

Mezi pozitivní účinky ω-6 mastných kyselin lze např. zařadit: 

 Snižují hladinu LDL cholesterolu v krvi; 

 ω-6 MK tvoří ceramid 1, který přispívá k udržení optimální vlhkosti pokožky;  

 Kyselina γ-linolenová se podílí na buněčné regeneraci a napomáhá při léčbě poško-

zených tkání atd. [1, 4, 5].  
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1.2 Minoritní látky obsažené v olejích 

Rostlinné oleje jsou doprovázeny i různými látkami lipofilního charakteru. Při izolaci oleje 

přecházejí do lipidové frakce a jejich obsah nepřevyšuje 1 %. Mezi tyto látky patří: volné 

uhlovodíky, fosfolipidy, vitaminy, steroly, barviva, chuťové a aromatické látky a antio-

xidanty. Některé minoritní látky se z oleje odstraňují úmyslně, protože mohou nepříznivě 

ovlivnit celkovou kvalitu oleje. Jejich obsah je v různých olejích odlišný [1, 6]. 
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2 NETRADIČNÍ OLEJE S ANTIMIKROBNÍ AKTIVITOU 

V následující části diplomové práce budou podrobněji popsány vlastnosti a použití olejů, 

které jsou v práci studovány. Oleje byly vybrány na základě literární rešerše a jejich společ-

nou vlastností je antimikrobní aktivita.   

2.1 Nimbový olej 

Český botanický název rostliny: Zederach indický 

Latinský název rostliny: Azadirachta indica 

Zederach indický je strom, který se pěstuje hlavně v Indii, ale i v Africe a Americe. Ze semen 

plodů se pomocí lisování za studena nebo extrakcí rozpouštědlem, případně superkritickým 

CO2 získává nimbový olej, který je ceněn pro své významné léčivé účinky. Tyto účinky jsou 

přisuzovány bioaktivním látkám, které jsou v tomto oleji přítomné. Patří zde především tri-

terpenoidy, konkrétněji limonoidy (azadirachtin, nimbin, nimbidin, salanin, meliantriol 

atd.), které dodávají nimbovému oleji významné antimikrobní, antiseptické a protizánětlivé 

vlastnosti. Co se týká složení, semeno nimby obsahuje okolo 40 – 45 % oleje, 8 – 15 % 

bílkovin, 16 – 35 % sacharidů. Složení mastných kyselin nimbového oleje je uvedeno v Ta-

bulce 1. Dále tento olej obsahuje až 2 % nezmýdelnitelných látek, především steroly (3.1 – 

5.1 mg/g) a tokoferoly (ca 1.2 mg/g). Nimbový olej je zbarven převážně tmavě a na rozdíl 

od většiny rostlinných olejů, obsahuje sloučeniny síry, díky kterým má štiplavý zápach při-

pomínající česnek. Tento rostlinný olej je také významný pro své antidiabetické, protizánět-

livé, antihyperglykemické, antivirové, protivředové, estrogenní a imunitní účinky. Vzhle-

dem k jeho antimikrobním vlastnostem je součástí farmaceutických přípravků, zejména 

emulzí, mastí a obkladů. Příznivě působí při léčbě kožních onemocnění (psoriáza), zabraňuje 

předčasnému stárnutí pokožky a redukuje tvorbu vrásek. V aromaterapii lze použít při pro-

jevech bakteriálních a virových infekcí na pokožce (plané neštovice). Nimbový olej je 

účinný při léčbě vaginálních a kožních mykóz. Dále působí proti vším a parazitům, které 

hubí. Rafinovaný nimbový olej nachází uplatnění i v kosmetickém průmyslu, kde je přidáván 

např. do krémů, pleťových vod, šamponů, kondicionérů, vlasové vody, zubních past, klok-

tadel, laků na nehty a další kosmetiky. Surový nimbový olej, získaný extrakcí rozpouštědlem 

je využíván především pro výrobu klasických nebo speciálních medicinálních mýdel. Díky 
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nepříjemnému česnekovému odéru je vhodné tento olej ředit např. s mandlovým nebo me-

ruňkovým olejem v kombinaci s levandulí a tea tree, které tento odér překryjí [7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14]. 

Antibakteriálními účinky nimbového oleje se ve své práci [15] zabýval Warra (2012). Použil 

nezředěný nimbový olej, jehož antimikrobní aktivita byla testovaná proti různým kmenům 

bakterií (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Corynebacterium diphtheriae, Salmonella para-

typhi A a B, Salmonella typhosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus). Ze získa-

ných inhibičních zón bylo zjištěno, že největší inhibiční účinek vykazoval nimbový olej na 

bakterie Salmonella paratyphi B a Staphylococcus aureus, kde inhibiční zóny byly stano-

veny na 20 mm. Nejmenší antimikrobní aktivitu vykazoval nimbový olej na bakterii Cory-

nebacterium diphtheriae, kde inhibiční zóna činila 14 mm.  

V další studii [9], kterou provedl Sandanasamy a kol. (2013), byl sledován antimikrobní 

účinek nimbového oleje vůči gram-negativní bakterii Escherichia coli a gram-pozitivní bak-

terii Staphylococcus aureus. Antibakteriální aktivita byla stanovena pomocí difúzní diskové 

metody, kde na povrch agarové plotny spolu s nanesenými bakteriemi byly umístěny sterilní 

disky, na které byl aplikován vzorek nimbového oleje. Pro každý vzorek byla provedena dvě 

měření a antibakteriální aktivita byla hodnocena z výsledků průměrných velikostí inhibič-

ních zón. Po 48 hodinové kultivaci při 35 ± 2 °C, bylo zjištěno, že maximální inhibiční zóna 

u testované bakterie Escherichia coli byla 11.7 mm při koncentraci oleje 100 mg/ml. U dal-

ších koncentracích oleje (5, 20, 50, a 80 mg/ml) byly inhibiční zóny 8.7, 9.7, 10.3, a 11.3 

mm. U bakterie Staphylococcus aureus byla největší inhibiční zóna 13.0 mm při koncentraci 

oleje 100 mg/ml, zatímco u ostatních koncentrací oleje (5, 20, 50 a 80 mg/ml) měřily inhi-

biční zóny 8.7, 9.7, 10.7 a 11.0 mm. Dále bylo zjištěno, že hexanový extrakt nimbového 

oleje vykazoval větší inhibiční účinek na bakterii Escherichia coli, kde inhibiční zóny se 

pohybovaly v rozmezí 13.0 až 14.0 mm.  

 

Obrázek 1: Strukturní vzorec aktivní látky 

nimbového oleje, azadirachtinu [16] 
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Obrázek 2: Strukturní vzorec aktivní látky 

nimbového oleje, nimbinu [17] 

 

 

Obrázek 3: Strukturní vzorec aktivní látky 

nimbového oleje, salaninu [18] 

2.2 Olej z černého kmínu 

Český botanický název rostliny: Černucha setá 

Latinský název rostliny: Nigella sativa 

Černucha setá je původem z Asie, Středního východu a Evropy, ale v dnešní době se pěstuje 

hlavně v Indii. Černý kmín je velmi ceněn pro svá semena, která obsahují až 40 % oleje, 22 

% proteinů, aminokyseliny, redukující cukry, slizy, alkaloidy, organické kyseliny, třísloviny, 

pryskyřice, hořčiny a další minoritní látky. Surový olej z černého kmínu je bohatý zejména 

na polyenové (60 %),  monoenové (24 %) a nasycené (16 %) mastné kyseliny. Dále obsahuje 

okolo 1.5 % nezmýdelnitelných látek, tvořených především tokoferoly (α-tokoferol: 0.28 

g/kg, γ-tokoferol: 0.23 g/kg), steroly (stigmasterol: 0.31 g/kg, kampesterol: 0.23 g/kg) a β-

karotenem (0.6 g/kg). Olej z černého kmínu se získává hlavně lisováním za studena. Obsa-

huje více než sto biologicky aktivních látek, mezi které patří např. vitaminy A, B1, B2, B3, 

B6, D, E a F, kyselina listová, minerální látky, fosfor, železo, zinek, měď a hořčina nigellin. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 19 

  

Díky jeho pozitivním účinkům na zdraví používali tento olej již Egypťané, kteří jej označo-

vali jako všelék. Olej z černého kmínu obsahuje i určité množství éterických olejů (až 2.5 

%), dále obsahuje monoterpeny karvon, limonen, a-pinen a p-cymen. Farmakolo-

gicky účinné složky éterického oleje jsou thymochinon, dithymochinon, thymohydrochinon 

a thymol. Hlavní mastné kyseliny obsažené v oleji jsou kyselina linolová, olejová, marga-

rová (heptadekanová), palmitová a kyselina stearová. Složení mastných kyselin tohoto oleje 

je uvedeno v Tabulce 1. Bylo dokázáno, že olej z černého kmínu má antibakteriální, proti-

zánětlivé, spasmolytické, broncho-dilatační, hepatoprotektivní a antihypertenzní účinky. 

Díky pozitivnímu působení lze olej z černého kmínu použít při léčbě onemocnění kůže, jako 

je psoriáza a ekzém. Ve směsi s včelím voskem se využívá při zklidnění popálenin, potlačo-

vání kožních infekcí, proti bolesti kloubů nebo proti vráskám. Používá se jako základní 

složka do masek nebo jako přísada do masážních olejů. Je užitečný při masážích suché po-

kožky s alergickými projevy. Díky svému blahodárnému složení je tento olej vhodný pro 

vnější i vnitřní užití [14, 19, 20, 21, 22, 23]. 

Ali a kol. (2003) ve své studii [24] provedené na řadě mikroorganismů, zkoumali antibakte-

riální účinky oleje z černého kmínu a bylo zjištěno, že olej vykazuje široké spektrum anti-

mikrobní aktivity. Inhibičně působí např. proti Staphylococcus albus, Escherichia coli, Sal-

monella typhi nebo Shigella niger a Vibrio cholera. Testy prokázaly, že tento olej byl 

více účinný proti gram-pozitivním, než proti gram-negativním mikroorganismům. Dále 

bylo také zjištěno, že olej z černého kmínu má vynikající antifungální aktivitu, zejména proti 

některým druhům Aspergillus.  

El-Kamali a kol. se ve své práci [25] zabývali antimikrobními účinky esenciálního oleje, 

který je v oleji z černého kmínu obsažen. Za použití difúzní diskové metody zjistili, že má 

antimikrobní účinky proti gram-pozitivním bakteriím Staphylococcus aureus a Bacillus sub-

tilis. Rovněž byl účinný i proti gram-negativním bakteriím Escherichia coli a Pseudomonas 

aeruginosa. Z výše uvedených testovaných bakterií vykazoval maximální inhibiční účinek 

proti Bacillus subtilis. 
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Obrázek 4: Strukturní vzorec aktivní látky 

oleje z černého kmínu, dithymochinonu [26] 

 

 

Obrázek 5: Strukturní vzorec aktivní látky 

oleje z černého kmínu, thymochinonu [26] 

 

 

Obrázek 6: Strukturní vzorec aktivní látky 

oleje z černého kmínu, thymolu [26] 
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Tabulka 1: Zastoupení majoritních mastných kyselin vyskytujících se v nimbovém oleji a 

oleji z černého kmínu [19, 21, 80] 

Mastná kyselina 
Zastoupení mastných kyselin [%] 

Nimbový Olej z černého kmínu 

Palmitová 16 – 34 10 – 13  

Stearová 15 – 24 3 

Olejová 25 – 58 24 – 35 

Linolová 6 – 17 45 – 57  

Margarová – 10 

 

Tabulka 2: Tuková čísla nimbového oleje a oleje z černého kmínu [13, 27, 28, 29, 30] 

Rostlinný olej 
Číslo kyselosti 

[mg KOH/g] 

Číslo zmýdelnění 

[mg KOH/g] 

Jodové číslo 

[g I2/100g] 

Nimbový 15 – 40 180 – 205 65 – 80 

Z černého kmínu 0.4 172 – 204 101 – 119 

 

2.3 Šípkový olej 

Český botanický název rostliny: Růže šípková 

Latinský název rostliny: Rosa canina  

Šípkový olej je získán lisováním jader šípků růže šípkové, která je rozšířená téměř po celé 

Evropě, ale i v Severní Americe, Asii a Africe. Obsahuje přibližně 90 % nenasycených mast-

ných kyselin (15 % MUFA, 75 % PUFA), což ho činí významným zdrojem nenasyce-

ných a esenciálních mastných kyselin. Je významný díky vysokému obsahu kyseliny α-lino-

lenové, která se v rostlinných olejích (kromě lněného) téměř nevyskytuje nebo jen ve velmi 

malém množství. Složení mastných kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 3. Dále šíp-

kový olej obsahuje vysoké množství vitaminů A, C, D a 1.4 % nezmýdelnitelných látek 

(steroly, tokoferoly). Hlavní bioaktivní složkou šípkové oleje je  all-trans-kyselina retinová 

(tretinoin), přírodní prekurzor vitaminu A, který je zodpovědný za obnovu tkání. Šípkový 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 22 

  

olej se řadí mezi tzv. suché oleje, které po nanesení nezanechávají mastné stopy na pokožce. 

Tento olej obsahuje rovněž vysoké množství antioxidantů, především γ-tokoferol, který 

chrání buňky i tkáně před oxidačním působením a účinky volných radikálů. Má baktericidní, 

protizánětlivé a hydratační účinky [21, 22, 31, 32, 33, 34]. 

Díky vysokému obsahu nenasycených mastných kyselin, zejména kyseliny linolové a lino-

lenové, napomáhá tento olej při výstavbě a regeneraci kožních buněk. Dále je aktivní pří 

zpomalování procesu stárnutí pleti a tvorby vrásek. Reguluje tvorbu kožního mazu a zklid-

ňuje zánětlivé projevy pokožky. Vzhledem k již zmíněnému, vysokému obsahu esenciálních 

mastných kyselin se olej rovněž uplatňuje při snižování hladiny cholesterolu, dále zlepšuje 

krevní oběh a přispívá ke správné funkci srdce a cév [10, 21, 22, 31]. 

2.4 Tamanu olej  

Český botanický název rostliny: Kalaba obvejčitá 

Latinský název rostliny: Calophyllum inophyllum 

Strom Kalaby obvejčité neboli domby roste především v zemích jihovýchodní Asie, Austrá-

lie, Thajsku, Vietnamu nebo ve východní Africe a Madagaskaru. Na rozdíl od většiny rost-

linných olejů, není tamanu olej téměř obsažen v čerstvých zralých plodech, ale tvoří se až 

při jejich vysychání. Olej se lisuje ze sušených jader plodů, která jej obsahují až 75 % a je 

zeleně zbarven. Postup úpravy semen před lisováním oleje je následující: skořápky zralých 

a nenaklíčených plodů jsou mírně nadrceny tak, aby nedošlo k poškození jádra. Jádra jsou 

pak rychle vyjmuta, uložena v tenkých vrstvách a vystavena slunci. Vylisovaný olej je složen 

z 88 % triacylglycerolů, 3.5 % fytosterolů a esterů sterolů, 6.4 % glykolipidů, 1.6% fosfoli-

pidů a obsahuje ca 2.0 % nezmýdelnitelných látek, především steroly, tokoferoly a tokotri-

enoly. Hlavní triacylglyceroly tamanu oleje jsou OLL (10.8 %), POL (10.7 %) a OOL (10.4 

%). Složení mastných kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 3. Mezi dvě důležité, účinné 

látky obsažené v tomto oleji patří řídce se vyskytující mastná kyselina (calophyllic 

acid) a lakton calophyllolide, který je výjimečný svými antibakteriálními vlastnostmi. Ta-

manu olej má specifické aroma a je pro něj rovněž typický obsah vzácných rostlinných prys-

kyřic. Díky svému složení má regenerační, protizánětlivé, antibakteriální a hojivé účinky. 

Tamanu olej je vynikající surovinou pro výrobu řady kosmetických přípravků, zejména se 

přidává do regeneračních a ochranných přípravků. Je výborný jako součást hojivých a uklid-

ňujících přípravků (mléka, krémy, gely, masky), přípravků po opalování nebo se přidává do 
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rtěnek a balzámů na rty. Tento olej je obzvláště užitečný pro léčbu popálenin, většiny der-

matóz, pooperačních jizev, kožních alergií, akné, lupénky, oparů, omrzlin, kožních trhlin, 

diabetických vředů, hemoroidů a je vhodný pro suchou kůži. Lze jej synergicky kombinovat 

s éterickými oleji podle požadovaných účinků [14, 35, 36, 37]. 

V jedné z publikovaných studií [38], byla zjišťována minimální inhibiční koncentrace ta-

manu oleje potřebná k zastavení růstu bakterií. Bylo dokázáno, že působením tamanu oleje 

na Propionibacterium acnes, docházelo k inhibičnímu účinku a tedy k potlačení růstu při 

koncentraci 0.125 mg/ml - 0.250 mg/ml. Tyto výsledky jsou velmi podobné minimální inhi-

biční koncentrací derivátů zinku, který je známý pro své antibakteriální vlastnosti. 

 

Tabulka 3: Zastoupení majoritních mastných kyselin vyskytujících se v šípkovém a tamanu 

oleji [21, 33, 34, 37] 

Mastná kyselina 
Zastoupení mastných kyselin [%] 

Šípkový Tamanu 

Palmitová 5 12 – 14 

Stearová 3 13 – 15 

Olejová 8 – 22 34 – 40 

Linolová 48 – 54 31 – 38  

Linolenová 20 – 32 – 

 

Tabulka 4: Tuková čísla šípkového a tamanu oleje [33, 37, 39, 40] 

Rostlinný olej 
Číslo kyselosti 

[mg KOH/g] 

Číslo zmýdelnění 

[mg KOH/g] 

Jodové číslo 

[g I2/100g] 

Šípkový  Max. 4 175 – 188 165 – 180 

Tamanu 23 – 40 194 – 210 90 – 100 
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2.5 Rakytníkový olej 

Český botanický název rostliny: Rakytník řešetlákový 

Latinský název rostliny: Hippophae rhamnoides 

Rakytník řešetlákový je volně rostoucí nízký až středně velký keř, který se vyskytuje přede-

vším na Sibiři a v jižní Evropě, Skandinávii, Asii, Japonsku nebo v Severní Americe. Olej 

se získává z oranžově zbarvených plodů a jeho složení je ovlivněno tím, z které části plodů 

je získán. Může to být buď z dužniny plodu, nebo ze semene. Obsah oleje v semenech a 

dužnině se pohybuje okolo 13 až 15 %. Rakytníkový olej obsahuje vysoký podíl nezmýdel-

nitelných látek (0.3 – 2.0 %), jedná se především o karotenoidy, tokoferoly a steroly. Tento 

olej lze získat jednak lisováním, avšak této metody izolace se moc nevyužívá díky malé 

výtěžnosti anebo extrakcí superkritickým CO2. Výrazné oranžové zbarvení tohoto oleje je 

přisuzováno vysokému obsahu karotenoidů. Olej získaný ze semen je bohatý na nenasycené 

mastné kyseliny, především na kyselinu linolovou a α-linolenovou, zatímco olej získaný 

z dužniny obsahuje především nasycené mastné kyseliny, zejména palmitovou a palmitoole-

jovou. Složení mastných kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 5. Rakytníkový olej je 

jedinečný díky vysokému obsahu biologicky aktivních látek. Mezi nejvýznamnější složky 

lze zařadit vitaminy A, K, E, D, C, vitaminy skupiny B, dále třísloviny, minerální soli (bór, 

mangan, železo) nebo flavonoidy, které se uplatňují při snižování koncentrace cholesterolu 

v krvi a spolu s karotenoidy stimulují růst a hojení poškozených tkání i sliznic. Flavonoidy 

spolu s fytoncidy přispívají k baktericidním účinkům tohoto oleje. Největší uplatnění na-

chází v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu pro jeho regenerační, protizánětlivé, zklid-

ňující a hojivé vlastnosti. Napomáhá při léčbě kožních onemocnění, podporuje růst nehtů a 

vlasů a pozitivně působí při termických a chemických spáleninách kůže. Rakytníkový olej 

se nachází např. v balzámech, hydratačních, denních a nočních krémech nebo se používá do 

pleťových mlék a vlasových masek. Rakytníkový olej má široké spektrum využití a je 

vhodný jak pro vnitřní, tak pro vnější užití. Díky jeho prospěšným účinkům na zdraví je 

vyhledávaným potravinovým doplňkem a je taktéž součástí tzv. funkčních potravin [21, 41, 

42, 43, 44, 45]. 

Antibakteriálními vlastnostmi rakytníkového oleje se ve své publikaci [46] zabývali Kaushal 

a kol. (2011). Sterilní Petriho misky obsahující EMB medium (Eosin methylen blue) byly 

inokulovány standardní kulturou Escherichia coli nebo Bacillus subtilis a do středu misky 

byl položen disk filtračního papíru nasáklý studovaným olejem. Vzorek byl inkubován při 
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38 °C po dobu 24 – 48 hodin, po které byla měřena velikost inhibičních zón. Pro každý 

vzorek byla provedena čtyři měření, ze kterých byla vypočítána průměrná hodnota. Po 24 – 

48 hodinové inkubaci byly na agaru patrné inhibiční zóny pouze v případě Escherichia coli. 

A jejich průměr činil 4 mm.  

V další studii [47], kterou se zabývali Arora a kol. (2012), byla sledována antimikrobiální 

aktivita methanolických a vodných extraktů z rakytníku řešetlákového, konkrétně z listů, 

semen a pokrutin. Inhibiční účinnost extraktů studovali proti 17 patogenním mikroorganis-

mům. V této práci byla použita agarová difúzní metoda, kde antimikrobní aktivita byla hod-

nocena z průměrných velikostí inhibičních zón. Bylo zjištěno, že methanolický extrakt z 

pokrutin, semen a listů vykazoval větší inhibiční účinek proti testovaným kmenům v porov-

nání s jejich vodným extraktem a působil inhibičně zejména proti bakteriím Bacillus cereus, 

Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Salmonella en-

terica. Vodný extrakt působil antimikrobně především na bakterii Salmonella enterica a Sta-

phylococcus aureus. Dále bylo zjištěno, že MIC methanolických extraktů byly nižší (125 až 

4000 µg/ml) než u extraktů vodných, jejichž hodnoty se pohybovaly od 2000 do 4000 µg/ml.    

 

Tabulka 5: Zastoupení majoritních mastných kyselin vyskytujících se v rakytníko-

vém oleji [21, 48] 

Složení mastných kyselin 
Specifikace 

Ze semen Z bobulí 

Palmitová 7.7 – 20 23.1 – 38 

Stearová 2.5 – 3 − 

Palmitoolejová − 23 – 50 

Olejová 18.5 – 19 17.8 – 33 

Vakcenová 2.3 – 4 7 

Linolová 39 – 40  15 – 17.4 

Linolenová 30 10.4 
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Tabulka 6: Tuková čísla rakytníkového oleje [46, 49] 

Rostlinný olej 
Číslo kyselosti 

[mg KOH/g] 

Číslo zmýdelnění 

[mg KOH/g] 

Jodové číslo 

[g I2/100g] 

Rakytníkový 4 – 9.5 181 – 230 63 – 125 
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3 CHARAKTERIZACE TUKŮ A OLEJŮ 

V této kapitole jsou popsány pouze základní charakteristiky tuků a olejů, mezi které patří 

především stanovení tzv. tukových čísel (číslo kyselosti, číslo zmýdelnění, esterové číslo 

jodové číslo) a stanovení oxidační stability tuků a olejů. Tu lze určit např. pomocí peroxido-

vého čísla nebo spektrofotometricky jako obsah konjugovaných dienových a trienových 

mastných kyselin. Tuky a oleje se obvykle charakterizují rovněž pomocí obsahu celkových 

lipidů, zastoupení jednotlivých mastných kyselin a dalších minoritních látek.  

3.1 Tuková čísla 

Pomocí tukových čísel lze snadno a rychle charakterizovat analyzované oleje. 

3.1.1 Číslo kyselosti 

Číslo kyselosti se definuje jako počet mg KOH potřebných k neutralizaci volných mastných 

kyselin v 1 g vzorku tuku. Udává tedy obsah volných mastných kyselin v analyzovaném 

vzorku tuku. Jedná se o rychlé a jednoduché stanovení, založené na titraci odměrným rozto-

kem KOH na vhodný indikátor (fenolftalein). Při stárnutí tuků a olejů dochází ke štěpení 

TAG, uvolňování mastných kyselin a ke zvýšení čísla kyselosti [50, 51, 52]. 

3.1.2 Číslo zmýdelnění 

Číslo zmýdelnění je definováno jako počet mg KOH potřebných k neutralizaci volných 

mastných kyselin a ke zmýdelnění esterů mastných kyselin v 1 g vzorku tuku. Udává obsah 

veškerých mastných kyselin (volných a estericky vázaných) v analyzovaném vzorku tuku. 

Toto stanovení se provádí nepřímou titrací nadbytečného KOH odměrným roztokem kyse-

liny chlorovodíkové [50, 51, 52]. 

3.1.3 Esterové číslo 

Esterové číslo je definováno jako počet mg KOH potřebných k hydrolýze estericky vázaných 

mastných kyselin v 1 g vzorku tuku. Udává obsah estericky vázaných mastných kyselin 

v analyzovaném vzorku. Hodnota esterového čísla se vypočítá z rozdílu hodnoty čísla zmý-

delnění a čísla kyselosti [50, 51, 52]. 
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3.1.4 Jodové číslo 

Jodové číslo je definováno jako množství halogenu (přepočteného na jód) v gramech navá-

zaného na 100 g vzorku tuku za daných podmínek. Stanovení lze provést podle Hanuše s jo-

dmonobromidem jako reakčním činidlem nebo dle Wijse, kde se použije jodmonochlorid. 

Udává obsah nenasycených mastných kyselin v analyzovaném vzorku tuku a stanovuje se 

jodometrickou metodou odměrné analýzy. Stanovení jodového čísla spočívá v adici zná-

mého množství halogenu na dvojnou vazbu a zjištění nezreagovaného činidla zpětnou titrací 

thiosíranem. Hodnotu jodového čísla lze použít např. ke sledování hydrogenačního procesu 

anebo pro zjišťování míry oxidace oleje [50, 51, 52]. 

3.2 Stanovení oxidační stability tuků a olejů 

Díky působení vzdušného kyslíku dochází k oxidaci tuků a olejů. Jedná se o nežádoucí re-

akci, snižující jejich kvalitu. Autooxidace je nejběžnějším typem oxidace, která probíhá při 

běžných i zvýšených teplotách a při níž dochází ke vzniku hydroperoxidů, primárních oxi-

dačních produktů, které jsou nestabilní a iniciují vznik sekundárních produktů (aldehydy, 

ketony, uhlovodíky). Na reakci se podílejí především nenasycené mastné kyseliny, avšak při 

vysokých teplotách se mohou reakce zúčastnit i mastné kyseliny s jednoduchou vazbou. 

Mezi nežádoucí projevy oxidace řadíme vznik nepříjemného zápachu a chuti, které jsou způ-

sobeny zejména přítomností aldehydů a ketonů. Průběh oxidačních změn tuků a olejů, lze 

sledovat pomocí kvalitativních analýz nebo lze využít i kvantitativních stanovení, mezi něž 

patří např. peroxidové číslo, anisidinové číslo, thiobarbiturové číslo nebo stanovení obsahu 

konjugovaných dienový a trienových mastných kyselin [53, 54]. 

3.2.1 Peroxidové číslo 

Peroxidové číslo udává obsah primárních oxidačních produktů tuků a stanovuje se jodome-

trickou metodou odměrné analýzy. Princip této metody spočívá ve schopnosti hydropero-

xidů uvolnit z jodidu jód, který se dále stanoví titrací odměrným roztokem thiosíranu v ky-

selém prostředí. U čerstvých, vysoce kvalitních olejů by měla být hodnota peroxidového 

čísla nízká [52, 53, 55]. 

3.2.2 Stanovení konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin 

Pro stanovení obsahu konjugovaných mastných kyselin se využívá UV spektrometrie. Kon-

jugované dieny absorbují UV záření při 233 nm a konjugované trieny vykazují absorpční 
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maxima při 268 a 278 nm. V přírodních lipidech se systém konjugovaných dvojných vazeb 

nevyskytuje. K jeho vzniku dochází při oxidaci polyenových mastných kyselin, kdy nekon-

jugované dvojné vazby mastných kyselin přecházejí na konjugovaný systém dvojných vazeb 

[53]. 

3.3  Složení mastných kyselin 

Složení mastných kyselin v tucích a olejích lze určit pomocí chromatografických technik. 

V této kapitole je popsán princip plynové chromatografie, což je jedna z metod, která se k 

této analýze používá nejčastěji.   

3.3.1 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie (GC) je metoda, která slouží k separaci složek obsažených v analy-

zovaném vzorku. Může být využívaná jak ke kvalitativnímu stanovení, tak ke kvantitativní 

analýze. Využívá se zejména v analýze těkavých látek a lze s ní analyzovat nejen plyny, ale 

i látky, které je možné před separací převést na plyn. Mobilní fází je vhodný nosný plyn, 

pohybující se skrz stacionární fázi umístěnou v koloně. Dle skupenství stacionární fáze se 

plynová chromatografie dělí na dva typy: 1) plynová rozdělovací chromatografie (GLC – 

gas-liquid chromatography), kde stacionární fází je kapalina zakotvená na inertním nosiči a 

princip separace je založen na rozdílné rozpustnosti analyzovaných látek ve stacionární a 

mobilní fázi; 2) plynová adsorpční chromatografie (GSC – gas-solid chromatography), kde 

stacionární fází je tuhý sorbent a princip separace spočívá v rozdílné adsorpci analyzovaných 

látek na povrchu stacionární fáze [56, 57, 58, 59]. 

Analyzovaný vzorek je nástřikem zaveden do injektoru, ve kterém dojde k jeho odpaření a 

následně je ve formě par unášen v proudu mobilní fáze do kolony, ve které dojde k separaci 

tohoto vzorku na jednotlivé složky. Rozdělené složky analytu postupně opouštějí kolonu a 

putují do detektoru, kde dojde k jejich detekci. Detektor indikuje okamžitou koncentraci 

analyzovaných látek v nosném plynu a jeho signál je zaznamenáván počítačem a vyhodno-

cován v podobě chromatogramu [56, 57, 58]. 

Plynový chromatograf, který je zobrazen na Obrázku 7. se skládá z: zásobníku nosného 

plynu, regulátoru tlaku a průtoku plynu, dávkovacího zařízení (injektor), chromatografické 

kolony, termostatu, detektoru a zobrazovacího a vyhodnocovacího zařízení. Chromatogra-

fická kolona je nejdůležitější součástí plynového chromatografu, ve které dochází k separaci 

složek analytu. Obsahuje stacionární fázi a je umístěna v termostatu. V současnosti jsou 
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nejčastěji používány kapilární kolony o vnitřním průměru menším než 1 mm a délce 10 – 

100 m, vyráběné z křemenného skla potaženého vrstvou polymeru. Stacionární fáze je na-

nesená na vnitřní stěně kapiláry ve formě tenkého filmu. Další důležitou součástí plynového 

chromatografu je detektor, který slouží k detekci složek analyzovaného vzorku. Mezi vlast-

nosti ideálního detektoru patří rychlá a lineární odezva, vysoká citlivost, selektivita a stabi-

lita. V kombinaci s GC lze použít několik druhů detektorů, přičemž k nejpoužívanějším řa-

díme tepelně vodivostní detektor, plamenově ionizační detektor a detektor elektronového 

záchytu. Plynová chromatografie může být kombinována s hmotnostní spektrometrií (GC-

MS – gas chromatography-mass spectrometry), která plní funkci detektoru a umožňuje de-

tekci složek s využitím hmotnostních spekter [56, 57, 58, 59]. 

Před samotnou analýzou mastných kyselin je nutné vzorek tuku nebo oleje převést na me-

thylestery, což jsou nízkomolekulární nepolární deriváty. V prvním kroku dochází ke zmý-

delnění acylglycerolů v oleji a poté se provede esterifikace volných mastných kyselin v al-

kalickém prostředí methanolu. 

3.3.2 Stanovení mastných kyselin pomocí GC – praktické příklady    

Analýzou složení mastných kyselin v olejích pomocí GC se zabývala řada autorů. V násle-

dující části práce je uvedeno jen několik příkladů metod vhodných pro jejich stanovení.  

Concha a kol. [33] provedli analýzu mastných kyselin šípkového oleje pomocí plynové chro-

matografie za následujících podmínek: byl použit plynový chromatograf (Hewlett-Packard 

5890 series II) s FID detektorem, kolonou (SP-2330, 30 m x 0.25 mm x 0.2 µm, Supelco, 

Bellefonte, PA) a objemem nástřiku 0.5 μl. Nosným plynem bylo He, teplota injektoru činila 

220 °C a teplota detektoru 250 °C. Vzorky byly analyzovány teplotním programem s výchozí 

teplotou 170 °C, poté následoval lineární vzrůst teploty rychlostí 1 °C/min. do 190 °C, dále 

4 °C/min. do 215°C a při této teplotě pokračovala analýza po dobu 30 minut.  

Obsah mastných kyselin nimbového oleje ve své práci [9] analyzovali Sandanasamy a kol. 

Toto stanovení bylo provedeno plynovou chromatografií ve spojení s hmotnostní spektro-

metrií (GC-MS). Analýza byla provedena na plynovém chromatografu Agilent Technologies 

7890 A, s nepolární kapilární kolonou DB-1 (100% dimethylpolysiloxan) o rozměrech 30 m 

x 0.25 mm x 0.25 µm) a objemem nástřiku 1.0 μl. Jako nosný plyn bylo použito He s průto-

kem 1 ml/min. Teplotní program byl následující: počáteční teplota 60 °C s výdrží po dobu 3 

minut, poté následovalo lineární zvýšení teploty na 240 °C rychlostí 3 °C/min. a izotermální 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Hmotnostn%C3%AD_spektrometrie
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analýza po dobu 10 minut. Vstupní teplota detektoru byla nastavena na 250 ° C. Pro hmot-

nostní detektor byly použity následující podmínky: splitless technika, teplota injektoru 250 

°C a teplota iontového zdroje 230 °C.  

Ali a kol. [27] provedli GC analýzu oleje z černého kmínu. Obsah jednotlivých mastných 

kyselin stanovili pomocí plynového chromatografu GCD PYE Unicam (PYE Unicam Ltd., 

Cambridge, Velká Británie) s FID. Použili skleněnou kolonu (1.8 m x 2  mm) s 6 % BDS na 

pevném nosiči, Anakorm ABS (100/120). Nosným plynem byl N2 (průtok 30 ml/min.) a 

teplota kolony byla konstantní, 190 °C. Teplota injektoru a detektoru byly nastaveny na 240 

°C. 

 

 

 

Obrázek 7: Schéma GC [56] 
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4 METODY STANOVENÍ ANTIMIKROBNÍ AKTIVITY OLEJŮ 

Ke zjišťování antimikrobní aktivity vybraných rostlinných olejů lze využít kvalitativní a 

kvantitativní metody stanovení. Metody kvalitativní jsou metody difúzní, jsou využívané 

zejména pro svou jednoduchost a rychlost stanovení a slouží k orientačnímu stanovení anti-

mikrobní účinnosti dané látky. Mezi metody kvantitativní patří diluční metody, které lze 

využít ke kvantitativnímu stanovení stupně citlivosti (rezistence) a dále slouží ke stanovení 

hladiny minimální inhibiční koncentrace (MIC), což je nejnižší koncentrace inhibiční látky, 

která inhibuje růst testovaného mikroorganismu [60, 61]. 

4.1 Kvalitativní metody 

4.1.1 Disková difúzní metoda 

Pomocí diskové difuzní metody lze prokázat citlivost (rezistenci) testovaných mikroorga-

nismů vůči antimikrobním látkám. Tato metoda je založena na postupném uvolňování anti-

mikrobní látky z papírových disků, vložených do média s inokulovaným testovaným kme-

nem mikroorganismů. Testovaný mikroorganismus je inokulován na agarovou půdu (Mu-

eller-Hinton agar) a následně jsou na povrch média přiloženy standartní papírové disky ob-

sahující inhibiční látku. Tato inhibiční látka v průběhu předepsané inkubace difunduje 

z disků do okolního média a vytváří různě velké zóny kruhových tvarů, v nichž dochází 

k potlačování růstu mikroorganismů. Po inkubaci je měřen průměr zón okolo každého 

disku. Inokulum je připraveno z izolované kolonie testovaných mikroorganismů, která se 

v agarové půdě inkubuje po dobu 18 až 24 hodin. Dalším způsobem přípravy inokula je 

příprava suspenze izolovaných kmenů ve fyziologickém solném roztoku (0.85 %) o zákalu 

odpovídajícím  0.5 stupně McFarlandovy stupnice. Hustota inokula může přímo ovlivnit ve-

likost inhibičních zón, bez ohledu na citlivost zkoušeného mikroorganismu. Husté a velmi 

koncentrované inokulum vede k falešně menším velikostem inhibiční zóny, zatímco velmi 

zředěné inokulum způsobí opačný účinek a oba tyto případy vedou k nesprávným výsled-

kům. Diskové kotouče lze aplikovat na povrch agarové plotny buď ručně, nebo pomocí dáv-

kovacího zařízení. V optimálním případě by měly být disky umístěny ve vzdálenosti 30 mm 

od sebe, minimální vzdálenost mezi disky by však měla být alespoň 24 mm, aby se minima-

lizovalo překrývání inhibičních zón. Agarové plotny se inkubují v obrácené poloze za pod-

mínek vhodných pro testované organismy. Inhibiční zóna je identifikována jako oblast, ve 

které není zřejmý žádný viditelný růst mikroorganismů a lze ji pozorovat pouhým okem. 
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Slabý nárůst kolonií nebo mikro-kolonie viditelné pouze pod lupou nebo při naklá-

nění desky by měly být při vyhodnocování ignorovány. Mezi hlavní výhodu difúzního dis-

kového testu je jeho jednoduchost, finanční nenáročnost a možnost  výběru antimikrobních 

látek pro testování. Nevýhodou této metody je její časová náročnost [60, 61, 62]. 

4.1.2 Epsilon test citlivosti (E-test) 

E-test je obdobou difúzního agarového testu, který kombinuje principy diskové difúzní a 

diluční metody pro stanovení citlivosti mikroorganismů in vitro. Tento test je relativně lehce 

proveditelný a na rozdíl od diskové difúzní metody umožňuje stanovit MIC. MIC je nejnižší 

koncentrace antimikrobní látky, která inhibuje růst testovaného mikroorganismu. E-test, lze 

využít pouze za předpokladu, že je testováno pouze malé množství antimikrobních látek a 

substancí. Na inokulovanou agarovou půdu jsou pokládány speciální proužky opatřené stup-

nicí, které na okrajích obsahují gradient antimikrobní látky. Následně dochází k pronikání 

antimikrobní látky do okolního média a podél strany proužku se rovněž vytváří kontinuální 

koncentrační gradient antimikrobní látky. Po uplynutí předepsané doby inkubace se na po-

vrchu půdy vytváří inhibiční zóna ve tvaru elipsy. Hodnota MIC se odečte v místě, kde se 

inhibiční zóna protíná s proužkem. Metody se využívá se pro klinické testování gram-pozi-

tivních a gram-negativních, aerobních a anaerobních bakterií, pneumokoků, streptokoků, 

gonokoků, a kvasinek. Výhodou této metody je stanovení širokého spektra koncentrací an-

timikrobní látky. Nevýhodou je její relativně vysoká cena [60, 62]. 

4.2 Kvantitativní metody 

4.2.1 Agarová diluční metoda 

Tato metoda je založena na hodnocení MIC na agarových půdách, které obsahují antimi-

krobní látky s odstupňovanou koncentrací. Nejčastěji se připravuje série koncentrací jednoho 

druhu antimikrobní látky. Následně se základní roztok ředí geometrickou řadou. Na plotny 

s agarem (Mueller-Hinton agar) se očkuje standartní inokulum testovaného kmene a po pře-

depsané inkubační době se odečte nejnižší koncentrace antimikrobní látky, u které došlo 

k zastavení růstu sledovaného kmene mikroorganismů (MIC). Agarová diluční metoda je 

vysoce standardizovaná, referenční metoda, pomocí níž, lze testovat citlivost velkého množ-

ství kmenů mikroorganismů [60, 61, 63]. 
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4.2.2 Bujónová diluční metoda 

Principem této metody je naočkování testovaného kmene mikroorganismů do zkumavek se 

snižující se koncentrací inhibiční látky a po inkubaci se sleduje, při které koncentraci inhi-

biční látky nedošlo k tvorbě zákalu a tedy k pomnožení sledovaných mikroorganismů. Nej-

nižší koncentrace antimikrobní látky, u které došlo k potlačení růstu mikroorganismů, se určí 

jako MIC [61] . 

4.2.3 Mikrodiluční metoda 

U mikrodiluční metody se hodnotí MIC v jamkách mikrodiluční destičky, které obsahují 

živné médium (bujón) v kombinaci se zvolenými koncentracemi antimikrobní látky. Mikro-

diluční destička obsahuje obvykle 96 jamek s kónickým nebo kulatým dnem. Tyto jamky s 

antimikrobní látkou o různých koncentracích, jsou zaočkovány suspenzí testovaných mikro-

organismů. Po inkubační době je rovněž určena MIC. Růst mikroorganismů se projevuje 

sedimentem nebo zákalem obsahu jamky. U mikrodiluční metody daná koncentrace inokula 

neovlivňuje výsledky testu tak významně jako u diskové difúzní metody nebo u E-testu. 

Výhodou této metody je vysoká shoda výsledků v porovnání s agarovou diluční metodou, 

její jednoduchost, časová nenáročnost a snadná příprava velkého množství mikrodilučních 

destiček s různými typy půd v kombinaci s inhibičními látkami o různé koncentraci [60, 61, 

62]. 
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5 STANOVENÍ ANTIOXIDAČNÍ AKTIVITY 

Antioxidační aktivita udává míru schopnosti biologického materiálu inhibovat volné radi-

kály. Ty působí nepříznivě na lidské zdraví a jedná se zejména o reaktivní kyslíkové a dusí-

kové radikály. Negativní působení těchto radikálů je přisuzováno jejich schopnosti reagovat 

s biologicky významnými sloučeninami, což pak vede ke změnám ve struktuře buněk, vý-

znamných funkcí v organismu nebo k poškození tkání, popř. orgánů. Důležitou roli 

v ochraně organismu před volnými, radikály hrají antioxidanty, které tyto radikály převádějí 

na nereaktivní či méně reaktivní formu. Tím dochází k eliminaci reaktivních procesů v or-

ganismu a jeho ochraně před oxidačním stresem. Dostatečný příjem antioxidantů z potravin 

může např. snižovat pravděpodobnost vzniku onemocnění srdce, zpomalovat proces stárnutí, 

snižovat hladinu cholesterolu nebo snižovat riziko vzniku nádorů. V nízkých koncentracích 

antioxidanty oddalují nebo zamezují oxidaci substrátu (lipidy, proteiny, sacharidy) a tím 

prodlužují údržnost potravin. [64, 65, 66, 67, 68] 

Antioxidanty lze klasifikovat na základě mnoha kritérií. Jedním z možných rozdělení může 

být podle: 

 Původu: přírodní (tokoferoly, kyselina askorbová) a syntetické (galláty); 

 Mechanismu působení: přímá reakce s radikály (vychytávání, zhášení), reakce s pře-

chodnými kovy nebo reakce s přítomným kyslíkem; 

 Způsobu vstupu do organismu: endogenní – vznikající pomocí metabolických pro-

cesů v organismu (kyselina močová) nebo exogenní – přijímané zvenčí např. formou 

potravy (karotenoidy); 

 Struktury: fenolové (tokoferoly), endioly (kyselina erythorbová) či ostatní látky; 

 Rozpustnosti: lipofilní (flavonoidy), hydrofilní (kyselina askorbová) nebo amfifilní 

(kyselina lipoová) [67, 68, 69]. 

Vzhledem ke skutečnosti, že bezpečnost syntetických antioxidantů je s ohledem na součas-

nou úroveň znalostí sporná, jsou stále více využívány přírodní, rostlinné antioxidanty, pří-

tomné např. v ovoci, zelenině, olejnatých semenech, tedy i v rostlinných olejích. Netradiční 

rostlinné oleje jsou důležité, protože jejich složky mají jedinečné chemické vlastnosti a mo-

hou rozšířit nabídku jedlých olejů [66]. 

Rostlinné oleje běžně obsahují polyenové mastné kyseliny, které podléhají snáze oxidaci. 

Antioxidanty chrání oleje před oxidací, při které dochází k negativnímu ovlivnění jejich vý-
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živové a senzorické hodnoty. Nejvýznamnějšími antioxidanty, vyskytujícími se v rostlin-

ných olejích, jsou tokoferoly, tokotrienoly a karotenoidy. O dalších bioaktivních sloučeni-

nách s antioxidačními schopnostmi, které jsou přítomné v rostlinných olejích není však stále 

dostatek informací. Proto, aby bylo možné lépe pochopit prospěšné účinky antioxidačních 

látek v rostlinných olejích, je důležité zjistit, zda se jednotlivé oleje, jako celek, liší ve svých 

reakcích s volnými radikály. 

Pro stanovení antioxidační aktivity existuje řada pracovních postupů a metod. Tyto metody 

se dělí do dvou skupin: 1) metody hodnotící schopnost eliminovat vzniklé radikály (např. 

ABTS, DPPH); 2) metody posuzující redoxní vlastnosti látek (např. FRAP) [64, 65]. 

V následující části práce bude zmíněna metoda FRAP, což je jedna ze základních metodik 

pro stanovení antioxidační aktivity. Dále bude popsána metoda používající DPPH, která je 

v diplomové práci použita. 

5.1 Metoda FRAP (Ferric reduction antioxidant power) 

Metoda FRAP pro stanovení antioxidační aktivity je založená na schopnosti antioxidantů 

redukovat železité iony TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) na iony železnaté. Projevem re-

dukce je vznik intenzivně modrého zbarvení, které se sleduje spektrofotometricky. Nárůst 

absorbance při 593 nm je mírou antioxidační aktivity vzorku [64, 65]. 

5.2 Metoda DPPH 

Princip této metody spočívá v reakci testované látky se stabilním volným radikálem DPPH 

[1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl], kdy dochází k redukci radikálu za vzniku 

DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Fialové zabarvení radikálu DPPH je způsobeno nepáro-

vým elektronem na dusíku hydrazylu. Radikál DPPH vykazuje silnou absorpci v UV/VIS 

spektru a při působení antioxidantů se intenzita jeho zabarvení snižuje. Odbarvování roztoku 

je sledováno spektrofotometricky, při vlnové délce 515 nm. Antioxidační aktivita se vyja-

dřuje buď jako úbytek absorbance, neboli inhibiční účinnost (%) nebo v ekvivalentech pou-

žitého standardu (např. β-karoten, kyselina askorbová, Trolox) [64, 65]. 
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Obrázek 8: Redukce radikálu DPPH za vzniku DPPH-H [70] 

 

V praktické části byly použity dva postupy, a to modifikovaný postup podle Ferri a kol. [71]. 

Při této metodě se smísí alikvotní část extraktu vzorku (450 µl) a 8.55 ml čerstvě vyrobeného 

roztoku  DPPH (0,17 M) a ponechá se stát po dobu 60 minut ve tmě. Absorbance se měří při 

515 nm. Druhým postupem je metoda podle Ramadan a kol. [66]. Zde byla schopnost olejů 

deaktivovat radikály testována po jejich rozpuštění v toluenu (koncentrace DPPH 1.10-4 M). 

Praktické provedení spočívalo v rozpuštění 10 mg oleje ve 100 µl toluenu a jeho smíchání s 

390 µl roztoku DPPH. Směs byla homogenizována 10 sekund na vortexu a měření absor-

bance bylo prováděno při 515 nm v časových intervalech 1, 15, 30, 45 a 60 min. po smíchání 

oleje s DPPH. 
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6 STANOVENÍ CYTOTOXICITY 

Obecně lze cytotoxicita definovat jako schopnost látek nebo sloučenin způsobit buněčnou 

smrt. K testování cytotoxicity existuje velké množství testů in vitro, pomocí kterých je 

možné zkoumání toxických účinků látek na buněčné a molekulární úrovni. Ke stanovení 

cytotoxicity se využívá buněčných linií kultivovaných za specifických podmínek. Předsta-

vují širokou škálu buněčných typů a jsou komerčně dostupné. Hodnocení cytotoxicity zahr-

nuje morfologické posouzení poškození buněk, měření růstu buněk nebo měření specific-

kých aspektů buněčného metabolismu. Existuje celá řada testů, které lze rozdělit do čtyř 

skupin: 1) testy viability, u kterých se sleduje životaschopnost buněk vystavených zkoušené 

látce; 2) testy proliferace; 3) testy založené na detekci metabolické aktivity (MTT, XTT); 

4) testy detekce genové exprese. Testy pro stanovení cytotoxického účinku se řídí meziná-

rodní normou ČSN EN ISO 10993, která definuje požadavky, parametry a postupy použí-

vané při biologickém hodnocení zdravotnických prostředků a skládá se ze dvaceti doku-

mentů. V páté části jsou definovány metody zkoušek pro hodnocení cytotoxicity zdravotnic-

kých prostředku in vitro. Cytotoxické testování zahrnuje kultivaci buněk, jejich vystavení 

toxické látkce a vyhodnocení jejich poškození. Jednotlivé testy cytotoxicity in vitro se vy-

hodnocují nejčastěji pomocí spektrofotometru, průtokové cytometrie, luminometru či flu-

orescenční mikroskopie. V současnosti se hodnocení cytotoxicity in vitro stalo velmi použí-

vanou a poptávanou analýzou. Hlavním důvodem jejich používání je minimalizování pokusů 

a výzkumů na zvířatech při testování toxicity zkoušených látek. Jedná se tedy o alternativní 

způsob v testování toxicity. Hodnocení cytotoxicity in vitro lze uplatnit např. při testování 

bezpečnosti nových léčiv, kosmetických přípravků nebo potravinových přísad [72, 73, 74].  

V některých případech jsou antimikrobní vlastnosti látek spojeny s jejich cytotoxicitou, 

proto bylo do praktické části diplomové práce zařazeno stanovení cytotoxicity studovaných 

rostlinných olejů. V následující části kapitoly bude popsán princip metody MTT, která je 

v praxi pro toto stanovení hojně využívaná. Tato kapitola bude rovněž věnovaná testu vyu-

žívající neutrální červeň. Test neutrální červení patří také mezi vyhledávané metody pro vy-

hodnocování cytotoxicity na tkáňových kulturách. 
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6.1 MTT test 

Tato metoda pro stanovení cytotoxicity je založená na redukci MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid], v živých a metabolizujících buňkách, do kterých může 

přejít prostřednictvím endocytózy. Žlutě zabarvený MTT je mitochondriálními dehydroge-

názami a redukčními činidly převeden na fialově zbarvený, nerozpustný formazan, který se 

po přídavku detergentu rozpustí. Stupeň zabarvení se sleduje spektrofotometricky při vlnové 

délce 570 nm a míra absorbance je přímo úměrná počtu živých buněk (čím větší absorbance, 

tím vyšší počet živých buněk). MTT test se využívá k hodnocení viability, proliferace a cy-

totoxicity buněk [72, 75, 76]. 

 

Obrázek 9: Redukce MTT na formazan [77] 

6.2 Test neutrální červení 

Jedná se o kvantitativní kolorimetrickou metodu, která je založena na schopnosti živých bu-

něk vázat neutrální červeň ve svých lysozomech. U mrtvých nebo poškozených buněk se 

schopnost udržet či akumulovat barvivo snižuje. Sledovaným parametrem je intenzita zabar-

vení neutrální červení v buněčné populaci, která je přímo úměrná množství životaschopných 

buněk. Detekce se provádí nejčastěji spektrofotometricky či fluorometricky. Nevýhodou to-

hoto testu je možnost srážení barviva do tvarů krystalů, které může být vyvoláno některými 

chemikáliemi. V důsledku tohoto jevu dochází k nepřesnému a chybnému stanovení [72, 

78]. 
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7 CÍL PRÁCE 

Cílem diplomové práce bylo, v rámci literární rešerše, popsat složení, vlastnosti, metody 

charakterizace a použití netradičních olejů (rakytníkový, šípkový, tamanu, nimbový a olej 

z černého kmínu) a uvést vybrané analytické metody vhodné pro jejich charakterizaci. Další 

část práce byla zaměřena na popis jejich farmakologických a antimikrobních účinků. 

V praktické části diplomové práce bylo cílem charakterizovat vzorky studovaných olejů po-

mocí vhodných fyzikálních a chemických metod. Dalším cílem práce pak bylo stanovit je-

jich biologickou aktivitu, konkrétně antimikrobní účinnost proti běžným patogenům, cyto-

toxicitu a antioxidační účinky, výsledky zpracovat a diskutovat a vyvodit z nich závěry. 
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8 MATERIÁL A METODY 

8.1 Rostlinné oleje 

Biologická aktivita netradičních rostlinných olejů byla sledována na následujících pěti ole-

jích:  

 BIO Šípkový olej, Nobilis Tilia s.r.o., Česká Lípa; 

 BIO Rakytníkový olej, Nobilis Tilia s.r.o., Česká Lípa; 

 BIO Olej z černého kmínu, Nobilis Tilia s.r.o., Česká Lípa; 

 Nimbový olej, Nobilis Tilia s.r.o., Česká Lípa; 

 Tamanu olej, Nobilis Tilia s.r.o., Česká Lípa. 

8.2 Chemikálie 

 Hexan, 99 % p.a. (PENTA, Ing. Petr Švec); 

 Tween 80 (Sigma-Aldrich); 

 Methanol (PENTA, Ing. Petr Švec); 

 DPPH (Sigma-Aldrich); 

 β-karoten (Sigma-Aldrich); 

 Tetrahydrofuran (PENTA, Ing. Petr Švec); 

 KOH, HCl (Ing. Petr Lukeš); 

 Fenolftalein; 

 Xylen (PENTA, Ing. Petr Švec); 

 Chloroform (Ing. Petr Lukeš); 

 KI (Chemapol); 

 Toluen (PENTA, Ing. Petr Švec); 

 Thiosíran sodný (Sigma-Aldrich). 

8.3 Přístroje a vybavení 

 Plynový chromatograf Shimadzu GC - 14A s FID detektorem; 

 Spektrofotometr – UV-VIS Photolab; 

 Biohazard box; 

 Autokláv; 

 Denzitometr; 
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 Vortex; 

 Disky z filtračního papíru (d = 0.5 cm); 

 Běžné laboratorní vybavení. 

8.4 Bakteriální kmeny 

Antimikrobní aktivita použitých rostlinných olejů byla studována na osmi bakteriálních 

kmenech, které byly získány z České sbírky mikroorganismů (Czech Collection of Microor-

ganisms, CCM): 

8.4.1 Grampozitivní kmeny 

 Micrococcus luteus CCM 732; 

 Staphylococcus aureus subps. aureus CCM 3953; 

 Bacillus cereus CCM 2010; 

 Enterococcus faecalis CCM 2665. 

8.4.2 Gramnegativní kmeny 

 Escherichia coli CCM 3954; 

 Pseudomonas aeruginosa CCM 3955; 

 Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420; 

 Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303.  

Bakteriální kmeny byly uchovávány v chladničce při teplotě 4 ± 2 °C. 

8.5 Kultivační půdy 

Pro porovnání antimikrobních účinků testovaných olejů pomocí difúzní diskové metody byl 

použit Mueller-Hinton agar. Pro bujónovou diluční metodu byl připraven masopeptonový 

agar a na přípravu inokula byl použit masopeptonový bujón.  

8.5.1 Mueller-Hinton agar (MHA) 

Složení Mueller-Hinton agaru bylo následující: hovězí masová infúze (300 g); kyselý hyd-

rolyzát kaseinu (17.5 g); škrob (1.5 g); agar (17 g); destilovaná voda (ad 1000 ml). 
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Postup přípravy: 

Jednotlivé složky směsi byly naváženy, převedeny do zásobní láhve a doplněny destilovanou 

vodou. Poté byla provedena sterilizace v autoklávu (132 °C, 90 min) a takto připravený 

MHA byl nadávkován do sterilních Petriho misek. 

8.5.2 Masopeptonový agar (MPA) 

Složení masopeptonového agaru bylo následující: beef extrakt (3 g); NaCl (3 g); pepton 

(5 g); agar (15 g); destilovaná voda (ad 1000 ml). 

Postup přípravy: 

Jednotlivé složky směsi byly naváženy, převedeny do zásobní láhve a doplněny destilovanou 

vodou. Poté byla provedena sterilizace v autoklávu (132 °C, 90 min) a takto připravený MPA 

byl nadávkován do sterilních Petriho misek. 

8.5.3 Masopeptonový bujón (MPB) 

Složení mastopeptonového bujónu bylo následující: beef extrakt (3 g); NaCl (3 g); pepton 

(5 g); destilovaná voda (ad 1000 ml). 

Postup přípravy: 

Jednotlivé složky směsi byly naváženy, převedeny do zásobní láhve a doplněny destilovanou 

vodou. Poté byla provedena sterilizace v autoklávu (132 °C, 90min). 

8.6 Kultivační medium  

Pro zkoušku cytotoxicity bylo jako kultivační médium použito DMEM (Dulbecco´s Modi-

fied Eagle Medium), ke kterému bylo přidáno 10 % fetálního bovinního séra a směs peni-

cillinu/streptomycinu o 100 U/ml (100 μg/ml).  

8.7 Metody  

V praktické části diplomové práce byly studované rostlinné oleje charakterizovány pomocí 

vhodných chemických a fyzikálních metod. Pro stanovení jejich antimikrobní aktivity byla 

použita difúzní disková metoda a bujónová diluční metoda. 
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8.7.1 Charakterizace rostlinných olejů 

8.7.1.1 Stanovení čísla kyselosti a zmýdelnění 

Do baňky bylo naváženo ca 2 g vzorku oleje a k němu bylo přidáno 5 ml xylenu, 30 ml 

neutrálního ethanolu a fenolftalein. Roztok byl zahříván pod zpětným chladičem ca 10 – 15 

minut na 50 – 60 °C a poté titrován za horka 0.5 M ethanolickým roztokem KOH do růžo-

vého zbarvení. K roztoku byl opět přidán ethanolický KOH, a to v takovém množství, aby 

jeho celkový objem včetně spotřeby na číslo kyselosti byl 20 ml. Roztok byl po dobu 2 hodin 

udržován na topném hnízdě ve varu pod zpětným chladičem. Po ukončení varu byl k roztoku 

přidán fenolftalein a roztok byl titrován za horka 0.5 M HCl do vymizení zbarvení. Číslo 

kyselosti a zmýdelnění bylo vypočteno dle Rovnice 1 a 2: 

                              Číslo kyselosti =
(a − b) ∙ cKOH ∙ MKOH

n
 (1) 

Kde:  

a – spotřeba 0.5 M KOH pro vlastní titraci [ml];  

b – spotřeba 0.5 M KOH pro slepý pokus [ml];  

cKOH – koncentrace odměrného roztoku KOH [mol/l];  

MKOH – molární hmotnost KOH [g/mol];  

n – navážka vzorku [g].  

                              Číslo zmýdelnění =
(b − a) ∙ cHCl ∙ MKOH

n
 (2) 

Kde:  

a – spotřeba 0.5 M HCl pro vlastní titraci [ml];  

b – spotřeba 0.5 M HCl pro slepý pokus [ml];  

cHCl – koncentrace odměrného roztoku HCl [mol/l];  

MKOH – molární hmotnost KOH [g/mol];  

n – navážka vzorku [g].  

8.7.1.2 Stanovení jodového čísla 

Do Erlenmayerovy baňky bylo naváženo ca 0.1g vzorku oleje a k němu přidáno 25 ml chlo-

roformu a 25 ml Hanušova činidla, obsah baňky byl promíchán a ponechán na tmavém místě 

po dobu 1 hodiny. Po uplynutí předepsané doby bylo přidáno 20 ml 10 % roztoku KI a 100 

ml destilované vody. Roztok byl titrován 0.1 M roztokem thiosíranu do žlutého zbarvení. 
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Poté byl přidán škrobový maz (1 ml) a roztok byl dotitrován do odbarvení. Jodové číslo bylo 

vypočteno dle Rovnice 3:  

                              Jodové číslo =
(a − b) ∙ c Na2S203

∙ MI2

2 ∙ n ∙ 1000
∙ 100 (3) 

Kde:  

a – spotřeba 0.1 M Na2S2O3 na slepý pokus [ml];  

b – spotřeba 0.1 M Na2S2O3 pro vlastní stanovení [ml];  

cNa2S2O3 – koncentrace odměrného roztoku Na2S2O3 [mol/l];  

MI2 – molární hmotnost I2 [g/mol];  

n – navážka vzorku [g].  

8.7.1.3 Stanovení peroxidového čísla 

Do Erlenmayerovy baňky bylo naváženo ca 1.2 – 1.4 g vzorku oleje, ke kterému bylo při-

dáno 25 ml směsi chloroform:kyselina octová v poměru 1:1. Vzorek oleje byl rozpuštěn a 

po přídavku 1 ml roztoku KI byl roztok promíchán a ponechán 5 minut ve tmě. Poté bylo 

přidáno 75 ml destilované vody, 2 ml škrobového mazu a obsah baňky byl titrován 0.01 M 

thiosíranem do odbarvení. Peroxidové číslo se vypočte dle Rovnice 4: 

                              Peroxidové číslo =
1000 ∙ M ∙ (a − b)

n
 (4) 

Kde:  

M – přesná koncentrace roztoku Na2S2O3 [mol/l]; 

a – spotřeba 0.01 M Na2S2O3 pro vlastní stanovení [ml];  

b – spotřeba 0.01 M Na2S2O3 na slepý pokus [ml];  

n – navážka vzorku [g].  

8.7.1.4 Stanovení konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin UV spektro-

metrií 

Vzorek oleje (50 mg) byl rozpuštěn v 10 ml hexanu. V křemenných kyvetách bylo na pří-

stroji UV-VIS Photolab proměřeno UV spektrum připravených roztoků olejů v rozmezí vl-

nových délek 200 – 400 nm proti čistému hexanu. Ze získaných záznamů byla hodnocena 

přítomnost absorpčních píků v oblasti 233 nm pro konjugované dieny a 268, 278 nm pro 

konjugované trieny. Obsah konjugovaných dienových (CD) a trienových (CT) mastných ky-

selin byl stanoven dle Rovnic 5, 6, 7:  
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                              CD = O. 91 ∙ (a233 − 0.07) (5) 

 

                              CT = 1.316 ∙ (a268 − 0.05 ∙ (a262 − a274)) (6) 

                              aλ =
Aλ

c ∙  l
 (7) 

 

Kde:  

Aλ – absorbance stanovená pro příslušnou vlnovou délku;  

m – hmotnost navážky [mg];  

V – výsledný objem roztoku [ml];  

l – délka kyvety [cm].  

8.7.1.5 Stanovení mastných kyselin plynovou chromatografií 

Složení mastných kyselin ve studovaných olejích bylo stanoveno metodou plynové chroma-

tografie s FID detekcí. Před chromatografickou analýzou bylo potřeba vzorek oleje převést 

na těkavé methyestery. 

Příprava methylesterů: 

Do varné baňky bylo odváženo ca 2 g vzorku oleje, ke kterému bylo přidáno 20 ml metha-

nolu a 0.5 ml 1 M methanolického roztoku KOH. Směs byla ponechána vařit pod zpětným 

chladičem po dobu 30 minut. Po uplynutí této doby byl obsah baňky ochlazen a převeden do 

dělicí nálevky. Na promytí bylo použito 10 ml hexanu a 20 ml 20% roztoku NaCl. Obsah 

nálevky byl protřepán a vodná fáze byla oddělena do druhé dělicí nálevky, do které bylo 

přidáno 5 ml hexanu. Roztok v druhé dělící nálevce byl opět protřepán a vodný a hexanový 

podíl byl od sebe oddělen. Hexanové extrakty z první a druhé extrakce byly spojeny a poté 

promyty 15 ml 20% roztoku NaCl. Vodná fáze byla oddělena a hexanový podíl byl vysušen 

filtrací přes bezvodý síran sodný. Takto připravené methylestery byly analyzovány pomocí 

GC.  

Analýza GC: 

Před analýzou byly nejprve vzorky methylesterů naředěny hexanem v poměru 1:5. Stanovení 

mastných kyselin testovaných olejů bylo provedeno na plynovém chromatografu Shimadzu 

GC-14A, vybaveném FID detektorem a kapilární kolonou DB WAX (30 m × 0.25 mm × 

0.25 µm, Agilent). Nástřikový objem byl 1 µl, teplota injektoru 235 °C, průtok nosného 
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plynu 2.5 kg.cm-2. Teplotní program byl následující: počáteční teplota byla 110 °C, po které 

následovalo zvýšení teploty na 230 °C rychlostí 5 °C/min a při této teplotě pokračovala ana-

lýza po dobu 10 minut. Teplota detektoru byla nastavena na 235 °C. 

Identifikace jednotlivých mastných kyselin v analyzovaných vzorcích byla provedena na 

základě srovnání retenčních časů elučních píků vzorků s retenčními časy elučních píků po-

užitého standardu SUPELCOTM 37 Component FAME Mix (Sigma Aldrich). Kvantitativní 

zastoupení mastných kyselin ve vzorcích bylo určeno pomocí metody vnitřní normalizace. 

8.7.2 Stanovení antimikrobních účinků rostlinných olejů 

Pro posouzení antimikrobní účinnosti studovaných olejů byla použita difúzní disková me-

toda a bujónová diluční metoda. 

8.7.2.1 Příprava suspenze bakteriálních kmenů 

Suspenze bakteriálních kmenů byly připraveny zaočkováním čisté kultury z Petriho misek 

do předem připravených, vysterilizovaných zkumavek s MPB. Následně byly zkumavky 

vloženy do termostatu a kultivovány při 30 °C po dobu 24 hodin u kmenů Pseudomonas 

aeruginosa a Bacillus cereus. U ostatních bakteriálních kmenů kultivace probíhala při 37 °C 

po dobu 24 hodin. 

8.7.2.2 Testování antimikrobních účinků pomocí bujónové diluční metody 

Suspenze bakteriálních kmenů, kultivované přes noc, byly nejprve ředěny sterilním fyziolo-

gickým roztokem na zákal odpovídající  0.5 stupně McFarlandovy stupnice. Do sterilních, 

plastových zkumavek bylo pipetováno 500 μl vzorku oleje, 20 μl 10% roztoku TWEEN 80 

a dále bylo přidáno odpovídající množství MPB do objemu 1.8 ml. Obsah každé zkumavky 

byl řádně protřepán a zhomogenizován pomocí vortexu. Následně byly vzorky zaočkovány 

200 μl suspenze bakteriálních kmenů. Výsledný objem připravené směsi činil 2 ml. Obdobně 

byl připraven i slepý vzorek, avšak bez přídavku vzorku oleje. Zkumavky se vzorkem byly 

poté inkubovány po dobu 1 hodiny při teplotě 37 °C. Po skončení kultivační doby byly jed-

notlivé vzorky naočkovány v množství 100 μl na Petriho misky s MPA a rozetřeny po celé 

ploše sterilní hokejkou. Kultivační podmínky se lišily v závislosti na použitých bakteriálních 

kmenech. Následovalo vyhodnocení a pozorování přítomnosti a růstu mikroorganismů u jed-

notlivých vzorků olejů. Z důvodu hydrofobicity použitých olejů, byl použit emulgátor 
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TWEEN 80, který umožnil účinnou dispergaci oleje v bujónu. Maximální koncentrace emul-

gátoru byla 0.05 %. Tato koncentrace zajistila emulgování oleje, aniž by samotný 

TWEEN 80 inhiboval růst testovaných mikroorganismů [79]. 

8.7.2.3 Testování antimikrobních účinků pomocí difúzní diskové metody 

K testování antimikrobních účinků byly použity vzorky neředěných olejů nebo jejich směsi 

s hexanem v poměru 1:1.  

V první části experimentu byly jednotlivé suspenze bakteriálních kmenů naředěny pomocí 

sterilního fyziologického roztoku na hustotu odpovídající  0.5 stupně McFarlandovy stup-

nice. Takto připravené inokulum bylo v množství 100 μl pipetováno do Petriho misek 

s MHA. Za pomocí sterilní hokejky byla suspenze rozprostřena po celé ploše Petriho misky. 

Po zaschnutí bylo na plotny s MHA kladeno šest sterilních papírových disků o průměru 

5 mm. Pět disků bylo určeno pro jednotlivé vzorky studovaných olejů, popř. jejich směsi 

s hexanem v poměru 1:1. Na šestý disk byla pipetovaná sterilní destilovaná voda, která slou-

žila jako negativní kontrola. Na každý papírový disk bylo pipetováno 7 µl zkoušeného čis-

tého oleje, popř. 10 µl směsi oleje s hexanem. Pro každý vzorek byla provedena dvě stano-

vení. Petriho misky spolu s disky byly vloženy do termostatu a kultivovány při 30 °C po 

dobu 24 hodin u kmenů Pseudomonas aeruginosa a Bacillus cereus. Ostatní bakteriální 

kmeny byly kultivovány při 37 °C po dobu 24 hodin. Po ukončení inkubace byla odečtena 

velikost inhibičních zón (mm), které vznikly kolem papírových disků v důsledku inhibičních 

účinků studovaných rostlinných olejů. 

8.7.2.4 Stanovení MIC 

MIC testovaného oleje byla stanovena bujonovou diluční metodou. Stanovení MIC bylo 

provedeno pouze u tamanu oleje, u kterého byly zjištěny výrazné inhibiční účinky na některé 

druhy testovaných mikroorganismů, konkrétně na Micrococcus luteus, Staphylococcus au-

reus a Enterococcus faecalis. Do předem vysterilizované, plastové zkumavky bylo napipe-

továno 250 µl tamanu oleje, 10 µl 10% roztoku TWEEN 80 a zkumavka byla doplněna od-

povídajícím množstvím MHB do objemu 1 ml. Poté byla směs důkladně protřepána a pro-

míchána na vortexu. Vzorek byl následně ředěn dvojkovou geometrickou řadou až na ko-

nečnou koncentraci oleje ca 2 µl/ml. Ředění bylo prováděno MHB. Následně bylo do všech 

zkumavek zaočkováno 200 µl suspenze testovaných mikroorganismů, naředěných na zákal 

odpovídající 0.5 stupně McFarlandovy stupnice. Kultivace probíhala při 37 °C po dobu 1 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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hodiny. Takto kultivované vzorky byly naočkovány a rozetřeny sterilní hokejkou v množství 

100 µl na Petriho misky s MHA. Kultivace probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin. Po ukon-

čení kultivace byl pozorován růst a přítomnost testovaných mikroorganismů a byla stano-

vena nejnižší koncentrace oleje, u které došlo k úplné inhibici růstu bakterií, která odpoví-

dala hodnotě MIC. 

8.7.3 Stanovení antioxidační aktivity metodou DPPH 

Pro stanovení antioxidační aktivity olejů metodou DPPH byly použity dva postupy. Při prv-

ním, modifikovaném postupu dle Ferri a kol. [71], byl použit zásobní roztok DPPH v THF. 

Do odměrné baňky bylo připraveno 100 ml zásobního roztoku DPPH, navážením 0.024 g 

DPPH a doplněním THF. Z takto připraveného zásobního roztoku byl připraven pracovní 

roztok DPPH, kdy bylo smícháno 30 ml zásobního roztoku DPPH se 135 ml THF.  K analýze 

bylo do kádinky odpipetováno 450 μl vzorku oleje a k němu přidáno 8.55 ml pracovního 

roztoku a následně byla kádinka vložena na 60 min do tmy. V křemenných kyvetách byla na 

přístroji UV-VIS Photolab změřena absorbance pracovního roztoku DPPH a připravených 

vzorků, při vlnové délce 515 nm proti THF. Podle Rovnice 8 byla vypočtena inhibiční účin-

nost, neboli % inhibice radikálů DPPH v přítomnosti testovaných olejů. Každý ze tří para-

lelně připravených vzorků byl proměřen dvakrát.  

                              Inhibiční účinnost (%) =
A0 − A1

A0
∙ 100 (8) 

Kde:  

A0 – absorbance pracovního roztoku DPPH; 

A1 – absorbance reakční směsi. 

 

Druhým postupem byla metoda podle Ramadan a kol. [66]. V prvním kroku byl připraven 

toluenový roztok DPPH (koncentrace DPPH 1.10-4 M). Ke stanovení bylo naváženo 10 mg 

oleje a k němu bylo přidáno 100 μl toluenu. Po rozpuštění oleje byla směs smíchána s 390 μl 

roztoku DPPH. Poté tato směs byla homogenizována po dobu 10 sekund na vortexu. V kře-

menných kyvetách byla na přístroji UV-VIS Photolab změřena absorbance při 515 nm v ča-

sových intervalech 1, 15, 30, 45 a 60 minut po smíchání oleje s DPPH. Mezi jednotlivými 

měřeními byl roztok uložen ve tmě. Inhibiční účinnost, neboli % inhibice radikálů DPPH v 

přítomnosti testovaných olejů, byla rovněž vypočtena dle Rovnice 8. Měření bylo provedeno 

tři krát. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 51 

  

8.7.4 Stanovení cytotoxicity metodou MTT 

Stanovení cytotoxicity bylo provedeno v Laboratoři buněčné biologie Centra Polymerních 

systémů UTB ve Zlíně. K testování cytotoxicity byly vzorky připraveny obdobným způso-

bem, jako pro testování antimikrobní aktivity. Do sterilních zkumavek bylo pipetováno 

500 µl vzorku oleje, 20 µl 10 % roztoku TWEEN 80 a odpovídající množství DMEM do 

objemu 2 ml. Testované vzorky olejů byly zředěny kultivačním médiem na koncentrace 100, 

50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 a 0.01 μl/ml. Testování bylo provedeno podle normy EN ISO 10993-5, 

s drobnými úpravami. Buňky byly nejdříve prekultivovány po dobu 24 hodin v médiu, které 

bylo následně nahrazeno suspenzemi olejů ředěnými na výše uvedené koncentrace. Pro srov-

nání byla připravena rovněž suspenze TWEENU 80 bez přítomnosti olejů. Jako reference 

bylo použito čisté kultivační médium bez testovaných složek. Po přidání olejů byly buňky 

opět 24 hodin kultivovány v inkubátoru Heracell 150i. K posouzení cytotoxického účinku 

byl použit MTT test a testování bylo provedeno po jednodenní kultivaci buněk v přítomnosti 

olejů o výše uvedených koncentracích. Po této kultivaci byly oleje z jamek s buňkami odsáty, 

bylo přidáno čisté médium a MTT o koncentraci 0.5 mg/ml. Buňky s MTT byly opět po 

dobu 4 hodin kultivovány. Po uplynutí této doby byl přidán dimethylsulfoxid a po 15 minu-

tách bylo provedeno již vlastní stanovení cytotoxicity. Množství živých buněk bylo stano-

veno spektrofotometricky přístrojem Infinite M200 Pro NanoQuant, při vlnové délce 

570 nm. Všechny testy byly provedeny čtyřikrát. Pro odstranění odlehlých hodnot byl použit 

Dixonův Q test; pro vyhodnocení byly použity pouze střední průměrné hodnoty. Podle po-

žadavků mezinárodní normy ISO 10993-5 byla použita následující stupnice cytotoxického 

účinku testovaných vzorků: 

 Necytotoxický účinek: množství viabilních buněk vyšší než 80 %; 

 Slabě cytotoxický účinek: množství viabilních buněk 60 – 80 %; 

 Středně cytotoxický účinek: množství viabilních buněk 40 – 60 %; 

 Silně cytotoxický účinek: množství viabilních buněk menší než 40 %. 
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9 VÝSLEDKY A DISKUZE 

9.1 Charakterizace rostlinných olejů  

9.1.1 Tuková čísla 

9.1.1.1 Číslo kyselosti 

Číslo kyselosti udává počet mg KOH potřebných k neutralizaci volných mastných kyselin 

v 1 g vzorku tuku. Jeho hodnota se mění při stárnutí tuků a olejů, kdy dochází ke štěpícím 

procesům v triacylglycerolech, uvolňování mastných kyselin a ke zvýšení čísla kyselosti. 

Výsledky shrnující hodnoty čísla kyselosti sledovaných olejů jsou uvedeny v Tabulce 7. 

Největší hodnotu čísla kyselosti vykazoval tamanu olej 62.9 mg KOH/g, zatímco nejnižší 

hodnota byla stanovena u oleje šípkového, a to 1.0 mg KOH/g. Číslo kyselosti 62.9 mg 

KOH/g stanovené pro Tamanu olej, představuje ve srovnání s tradičními oleji velmi vysokou 

hodnotu. V publikaci [37] a [40], je číslo kyselosti tamanu oleje udáváno v rozmezí 23 – 40 

mg KOH/g. Tyto hodnoty neodpovídají průměrné hodnotě získané při naší analýze, což 

mohlo být způsobeno např. tím, že k tomuto stanovení byl použit nerafinovaný tamanu olej, 

který díky tomu, že neprošel procesem rafinace, může obsahovat vysoké množství volných 

mastných kyselin.  

Při porovnání čísel kyselosti dalších studovaných olejů s literaturou se některé hodnoty od 

sebe mírně lišily, ale rozdíly nebyly tak výrazné jako u zmíněného tamanu oleje. U šípko-

vého oleje se hodnota čísla kyselosti pohybuje max. do 4.0 mg KOH/g [33, 39], naměřená 

hodnota činila 1.0 mg KOH/g. V nimbovém oleji bylo stanoveno číslo kyselosti na 26.7 mg 

KOH/g, podle publikace [13] a [30] se udává v rozmezí 15 – 40 mg KOH/g. U rakytníkového 

oleje bylo číslo kyselosti stanoveno na 3.1 mg KOH/g, což je hodnota menší než uvedená 

v literatuře (4 – 9.5 mg KOH/g) [46, 49]. Číslo kyselosti 5.0 mg KOH/g, které bylo zjištěno 

u oleje z černého kmínu, bylo vyšší, než číslo kyselosti uvedené v publikaci [28] a to max. 

0.4 mg KOH/g. Tyto rozdílné hodnoty čísel kyselosti mohou být způsobeny např. z důvodu 

použití různých extrakčních postupů při izolaci oleje, nebo odlišným složením oleje. 
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Tabulka 7: Průměrné hodnoty čísel kyselosti a směrodatná odchylka (SD) stanovení   

Olej 
Číslo kyselosti  

[mg KOH/g] ± SD 

Tamanu 62.9 ± 3.0 

Nimbový 26.7 ± 0.4 

Z černého kmínu 5.0 ± 0.4 

Šípkový 1.0 ± 0.0 

Rakytníkový 3.1 ± 0.5 

 

9.1.1.2 Číslo zmýdelnění 

Číslo zmýdelnění udává množství KOH v mg potřebných k neutralizaci volných mastných 

kyselin a ke zmýdelnění esterů mastných kyselin v 1 g vzorku tuku. Je mírou obsahu volných 

a estericky vázaných mastných kyselin v analyzovaném vzorku tuku. Výsledky shrnující 

hodnoty čísla zmýdelnění sledovaných olejů jsou uvedeny v Tabulce 8. Z  výsledků bylo 

zjištěno, že největší číslo zmýdelnění vykazoval rakytníkový olej 212.5 mg KOH/g. Naproti 

tomu nejmenší hodnota čísla zmýdelnění byla zjištěna u šípkového oleje, a to 194.0 mg 

KOH/g. Naměřené hodnoty čísel zmýdelnění testovaných olejů se shodují s hodnotami uvá-

děných v literatuře, až na šípkový olej, jehož hodnota se mírně lišila. Číslo zmýdelnění šíp-

kového oleje byla stanovena na 194 mg KOH/g, v publikaci [33] a [39] se uvádí hodnota 

nižší, a to 175 – 188 mg KOH/g. U nimbového oleje byla hodnota čísla zmýdelnění stano-

vena na 203.2 mg KOH/g, což spadá do rozmezí hodnot uvedených v literatuře (180 až 

205 mg KOH/g) [13].  U rakytníkového oleje bylo číslo zmýdelnění 212.5 KOH/g, podle 

publikace [46] a [49] se má pohybovat v rozmezí 181 – 230 mg KOH/g. Číslo zmýdelnění 

stanovené pro tamanu olej činilo 200.8 mg KOH/g, což odpovídá hodnotám uvedeným v li-

teratuře 194 – 210 mg KOH/g [37, 40]. Hodnota čísla zmýdelnění oleje z černého kmínu 

197.2 mg KOH/g, vyhovovala rozmezím hodnot uvedeným v literatuře (172 – 204 mg 

KOH/g) [27, 28]. 
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Tabulka 8: Průměrné hodnoty čísel zmýdelnění a směrodatná odchylka (SD) stanovení 

Olej 
Číslo zmýdelnění 

[mg KOH/g] ± SD 

Tamanu 200.8 ± 1.9 

Nimbový 203.2 ± 1.3 

Z černého kmínu 197.2 ± 0.5 

Šípkový 194.0 ± 0.2 

Rakytníkový 212.5 ± 0.4 

   

9.1.1.3 Jodové číslo 

Jodové číslo udává množství halogenu (přepočteného na jód) v gramech navázaného na 

100 g vzorku za daných podmínek. Je mírou obsahu nenasycených mastných kyselin v ana-

lyzovaném vzorku. Výsledky shrnující hodnoty jodových čísel sledovaných olejů jsou uve-

deny v Tabulce 9. Největší hodnota jodového čísla ze všech vzorků olejů byla zjištěna u 

šípkového oleje 147.8 g I2/100g, což je hodnota nižší než uvedená v publikaci [33] a [39], a 

to 165 – 180 g I2/100g. Naopak nejnižší hodnota jodového čísla byla stanovena u rakytníko-

vého oleje 61.5 g I2/100g, podle publikace [49] se má pohybovat v rozmezí 63 – 125 

g I2/100g. Jodové číslo tamanu oleje bylo stanoveno na 83.3 g I2/100g, v publikaci [37] a 

[40] se uvádí hodnota vyšší, a to v rozmezí 90 – 100 g I2/100g. U nimbového oleje bylo 

jodové číslo stanoveno na 70.1 g I2/100g, což spadá do rozmezí hodnot uvedených v litera-

tuře (65 – 80 g I2/100g) [13]. Jodové číslo 116.0 g I2/100g, které bylo stanovené u oleje 

z černého kmínu, odpovídalo rovněž hodnotám uvedeným v literatuře (101 – 119 g I2/100g) 

[29]. Z naměřených hodnot jodových čísel vyplývá, že největší podíl nenasycených mast-

ných kyselin obsahuje šípkový olej, u kterého lze předpokládat, že jeho náchylnost k oxidaci 

bude oproti ostatním testovaným olejům vyšší.  
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Tabulka 9: Průměrné hodnoty jodového čísla a směrodatná odchylka (SD) stanovení   

Olej 
Jodové číslo 

[g I2/100g] ± SD 

Tamanu 83.3 ± 0.5 

Nimbový 70.1 ± 2.4 

Z černého kmínu 116.0 ± 0.9 

Šípkový 147.8 ± 0.7 

Rakytníkový 61.5 ± 0.1 

 

9.1.2 Stanovení oxidační stability 

9.1.2.1 Peroxidové číslo 

Peroxidové číslo udává obsah primárních oxidačních produktů (hydroperoxidů) ve vzorku 

tuku. Jejich přítomnost snižuje nutriční a senzorické vlastnosti olejů.  Pomocí peroxidového 

čísla lze pozorovat průběh oxidačních změn tuků a olejů. Výsledky naměřených peroxido-

vých čísel studovaných olejů jsou uvedeny v Tabulce 10. Nejvyšší peroxidové číslo vyka-

zoval ze všech testovaných olejů tamanu olej, jehož hodnota činila 1.23 µval/g, zatímco nej-

nižší hodnota byla zjištěna u šípkového oleje, a to 1.02 µval/g. Peroxidová čísla analyzova-

ných olejů se od sebe lišila minimálně. Vzhledem k velmi nízkým hodnotám peroxidového 

čísla lze konstatovat, že testované oleje vykazují minimální stupeň oxidace, který se v zá-

vislosti na podmínkách skladování mění. Vyšší hodnota peroxidového čísla by poukazovala 

na probíhající proces oxidace oleje, což by mohlo vést až k degradaci prospěšných složek 

obsažených v oleji. 
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Tabulka 10: Průměrné hodnoty peroxidového čísla a směrodatná odchylka (SD) stanovení   

Olej 
Peroxidové číslo 

[µval/g] ± SD 

Tamanu 1.23 ± 0.00 

Nimbový 1.05 ± 0.00 

Z černého kmínu 1.05 ± 0.01 

Šípkový 1.02 ± 0.03 

Rakytníkový 1.04 ± 0.00 

 

9.1.2.2 Obsah konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin 

Konjugované dienové a trienové mastné kyseliny vznikají při oxidaci tuku, kdy nekonjugo-

vané dvojné vazby mastných kyselin přecházejí na konjugovaný systém dvojných vazeb. 

Výsledky naměřených hodnot jsou uvedeny v Tabulce 11. Stanovení obsahu dienů a trienů 

v testovaných olejích bylo provedeno dvakrát v časovém rozmezí třech měsíců. Nejvyšší 

podíl dienových a trienových mastných kyselin byl zjištěn u tamanu oleje, a to 0.37 % kon-

jugovaných dienů a 5.13 % konjugovaných trienů. Naopak nejnižší obsah byl v oleji z čer-

ného kmínu. Stanovení nebylo provedeno pro rakytníkový olej, jelikož je známo, že je ru-

šeno obsahem karotenů. A ty jsou v tomto oleji ve vyšším množství přítomny. Při porovnání 

naměřených hodnot je zřejmé, že s odstupem tří měsíců došlo u všech olejů, ke zvýšení 

obsahu konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin.  
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Tabulka 11: Obsah konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin 

Olej Konjugované dieny [%] Konjugované trieny [%] 

Tamanu 0.37 5.13 

Nimbový 0.15 0.24 

Z černého kmínu 0.04 0.13 

Šípkový 0.11 0.25 

Stanovení po třech měsících 

Tamanu 0.39 5.88 

Nimbový 0.32 4.85 

Z černého kmínu 0.07 0.15 

Šípkový 0.35 0.36 

 

9.1.3 Analýza mastných kyselin plynovou chromatografií 

Před samotnou analýzou mastných kyselin, byly jednotlivé rostlinné oleje převedeny na me-

thylestery, které byly zředěny hexanem v poměru 1:5. Takto připravené vzorky byly ná-

sledně analyzovány pomocí plynové chromatografie. V každém z olejů byly stanoveny jen 

nejvíce zastoupené mastné kyseliny, jelikož podrobnější analýza by vyžadovala rozsáhlejší, 

samostatnou práci. Kvalitativní a kvantitativní zastoupení mastných kyselin studovaných 

olejů je uvedeno v Tabulce 12. Ve všech studovaných olejích byla analyzovaná kyselina 

palmitová, stearová, olejová a linolová s různým procentuálním zastoupením. V nimbovém 

oleji byl stanoven největší podíl kyseliny linolové (56 %) a kyseliny olejové (24 %). Rovněž 

v oleji z černého kmínu byl zjištěn vysoký obsah kyseliny linolové (52 %) a kyseliny olejové 

(24 %). V šípkovém oleji byla nevíce zastoupena kyselina linolová (45 %) a kyselina lino-

lenová (34 %). Rakytníkový olej obsahoval největší množství kyseliny palmitové (36 %) a 

palmitoolejové (31 %). Z výsledků lze usoudit, že nimbový olej, šípkový olej a olej z černého 

kmínu jsou bohaté na kyselinu linolovou, patřící k esenciálním mastným kyselinám, které 

lidský organismus dokáže vytvářet jen v omezeném množství, a proto lze tyto oleje využívat 

jako vhodný doplněk stravy. Porovnáním naměřených hodnot s publikaci [19] a [80], ve 
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které bylo uvedeno složení nimbového oleje, byly zaznamenány rozdíly v zastoupení mast-

ných kyselin. U oleje šípkového, rakytníkového a z černého kmínu odpovídaly stanovené 

hodnoty údajům uvedeným v literatuře [19, 21, 33, 34, 48]. Pozorované rozdíly v kvantita-

tivním zastoupení jednotlivých mastných kyselin mezi našimi výsledky a literaturou mohly 

být způsobeny tím, že složení netradičních olejů je značně variabilní a závisí na jejich pů-

vodu i způsobu získávání. Navíc tyto oleje obsahují i minoritní látky, které mohou ovlivnit 

přípravu methylesterů a následně i GC analýzu. To bylo patrné např. z analýzy methylesterů 

oleje černého kmínu, kdy byly na chromatogramu detekovány neznámé složky s retenčními 

časy delšími, než byl nejdelší retenční čas použitého standardu (kyselina nevronová C24:1). 

Na Obrázku 10 a 11 je zobrazen chromatografický záznam analýzy methylesterů (rakytní-

kový a šípkový olej). 

 

Tabulka 12: GC analýza - složení mastných kyselin netradičních olejů  

Mastná  

kyselina 

Zastoupení mastných kyselin [%] 

Nimbový 
Z černého 

kmínu 
Šípkový Rakytníkový 

Palmitová 12 11 4 36 

Palmitoolejová − − − 31 

Stearová 8 8 2 1 

Olejová 24 24 15 21 

Linolová 56 52 45 8 

Linolenová − − 34 3 

Arachová − − 1 − 

Vakcenová − − − 7 
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Obrázek 10: Chromatografický záznam analýzy methylesterů − rakytníkový olej (1- 

kyselina palmitová, 2-kyselina palmitoolejová, 3-kyselina stearová, 4-kyselina ole-

jová, 5-kyselina linolová, 6-kyselina linolenová, 7-kyselina vakcenová) 

 

 

Obrázek 11: Chromatografický záznam analýzy methylesterů − šípkový olej (1- kyse-

lina palmitová, 2-kyselina stearová, 3-kyselina olejová, 4-kyselina linolová, 5-kyse-

lina linolenová) 
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9.2 Stanovení antimikrobních účinků netradičních rostlinných olejů 

9.2.1 Diluční bujónová metoda 

Pro stanovení antimikrobních účinků pomocí diluční bujónové metody byl k testovaným 

olejům přidán 10% roztok TWEENU (pro zajištění dispergace oleje v bujónu), MPB a po 

zaočkování suspenzí mikroorganismů byly tyto vzorky inkubovány (1 hod.). Poté byly 

vzorky naneseny a rozetřeny hokejkou na sterilní Petriho misky s MPA a opět kultivovány 

přes noc. Obdobně byl připraven slepý vzorek, bez přídavku testovaného oleje. Antimi-

krobní aktivita netradičních rostlinných olejů byla sledována na čtyřech gram-pozitivních a 

čtyřech gram-negativních bakteriích. Výsledky tohoto stanovení jsou uvedeny v Tabulce 13 

a 14. V tomto testu byly zjištěny značné rozdíly v antimikrobních účincích studovaných 

rostlinných olejů. K výraznější inhibici růstu docházelo u testovaných gram-pozitivních bak-

teriálních kmenů, v porovnání s gram-negativními bakteriemi, které byly vůči inhibičnímu 

působení studovaných olejů odolnější. Ze všech testovaných olejů vykazoval největší inhi-

biční účinek tamanu olej, zejména na Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus a Entero-

coccus faecalis. Proto bylo u tohoto oleje provedeno rovněž stanovení minimální inhibiční 

koncentrace (MIC). Naměřené výsledky MIC jsou uvedeny v části 9.2.3 v Tabulce 19. Další 

prokazatelný inhibiční účinek byl zaznamenán u oleje z černého kmínu, kdy byl ze všech 

testovaných bakteriálních kmenů nejvíce inhibován růst Staphylococcus aureus. Rovněž u 

nimbového a šípkového oleje byly prokázány schopnosti inhibovat růst mikroorganismů, 

avšak míra této inhibice byla podstatně nižší než u předešlých olejů. Naproti tomu u rakyt-

níkového oleje nebyla prokázána žádná antimikrobní aktivita proti testovaným mikroorga-

nismům. Dále je z výsledků zřejmé, že největší citlivost vůči inhibičnímu působení všech 

testovaných olejů vykazoval Staphylococcus aureus, zatímco největší odolnost byla pozoro-

vána u Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens. 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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Tabulka 13: Růst gram-pozitivních mikroorganismů v přítomnosti testovaných olejů.  

Rostlinný olej 
Micrococcus 

luteus 

Staphylococcus 

aureus 
Bacillus cereus 

Enterococcus 

faecalis 

Tamanu − − +++ − 

Nimbový ++ ++ ++ +++ 

Z černého kmínu ++ + ++ ++ 

Šípkový ++ ++ +++ ++ 

Rakytníkový +++ +++ +++ +++ 

 

+++  Výrazný nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

++  Průměrný nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

+ Malý nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

- Nárůst bakterií nebyl pozorován 

 

Tabulka 14: Růst gram-negativních mikroorganismů v přítomnosti testovaných olejů 

Rostlinný olej 
Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Salmonella en-

terica 

Serratia 

marcescens 

Tamanu ++ +++ ++ +++ 

Nimbový +++ +++ +++ +++ 

Z černého kmínu +++ +++ ++ +++ 

Šípkový +++ +++ ++ +++ 

Rakytníkový +++ +++ +++ +++ 

 

+++  Výrazný nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

++  Průměrný nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

+ Malý nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

- Nárůst bakterií nebyl pozorován  

 

9.2.2 Difuzní disková metoda 

V souladu s ostatními zkouškami antimikrobních účinků studovaných olejů bylo jejich tes-

tování pomocí difúzní diskové metody provedeno rovněž na čtyřech gram-pozitivních a čty-

řech gram-negativních mikroorganismech. Nejprve na Petriho misky s MHA byla nanesena 

suspenze mikroorganismů. Na takto připravené misky byly kladeny sterilní papírové disky, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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které byly nasáknuty vzorky neředěných olejů, nebo jejich směsi s hexanem v poměru 1:1, 

a následně kultivovány. Na šestý disk byla pipetována sterilní destilovaná voda, která slou-

žila jako negativní kontrola. Průměrné velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné od-

chylky jsou uvedeny v Tabulkách 15, 16, 17 a 18. Na Obrázku 12 a 13 je graficky znázorněna 

inhibiční účinnost neředěných olejů, nebo jejich směsí s hexanem, vůči testovaným mikro-

organismům. Větší citlivost vůči účinkům rostlinných olejů byla zjištěna u gram-pozitivních 

bakterií v porovnání s bakteriemi s gram-negativním typem buněčné stěny. Odlišnost v cit-

livosti gram-negativních a gram-pozitivních bakterií vůči testovaným olejům je přisuzována 

rozdílné stavbě jejich buněčné stěny, kdy gram-negativní bakterie obsahují vnější membránu 

bránící penetraci hydrofobních látek dovnitř buňky, a proto vykazují větší odolnost vůči 

inhibičnímu působení testovaných olejů. Dále z těchto výsledků vyplývá, že vzorky rostlin-

ných olejů ve směsi s hexanem (1:1) vykazovaly na testované bakterie nižší inhibiční účinek, 

než vzorky koncentrovaných olejů. Tato skutečnost se jeví logicky vzhledem k tomu, že 

koncentrace použitého oleje na disku byla poloviční. Nejvýraznější inhibiční účinky byly 

pozorovány u tamanu oleje, konkrétně na bakterie Micrococcus luteus, Staphylococcus au-

reus a Enterococcus faecalis, u nichž se průměrné velikosti inhibičních zón pohybovaly v 

rozmezí 10.5 – 16.5 mm. Naproti tomu u rakytníkového oleje nebyla pozorována žádná inhi-

biční aktivita vůči celé škále testovaných bakterií. Jako dobrý inhibitor růstu se projevil olej 

z černého kmínu, který působil inhibičně proti všem použitým mikroorganismům, nejvíce 

však proti Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus.  

Lze konstatovat, že výsledky z difuzní diskové metody jsou v dobré korelaci s výsledky 

dilučního testu, u kterého bylo rovněž zjištěno, že největší inhibiční aktivitu vůči použitým 

bakteriálním kmenům vykazoval tamanu olej a olej z černého kmínu. 
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Tabulka 15: Velikost inhibičních zón u gram-pozitivních mikroorganismů v přítomnosti 

rostlinného oleje  

Olej 

Ø Inhibičních zón [mm] ± SD u testovaných gram-pozitivních  

mikroorganismů 

Micrococcus 

luteus 

Staphylococcus 

aureus 
Bacillus cereus 

Enterococcus 

faecalis 

Tamanu 16.5 ± 2.4 13.0 ± 0.0 0 10.5 ± 0.7 

Nimbový 1.3 ± 0.5 4.0 ± 0.0 0 0 

Z černého kmínu 6.3 ± 0.5 7.5 ± 0.7 3.0 ± 0.0 3.5 ± 0.7 

Šípkový 1.5 ± 0.6 2.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 2.0 ± 0.0 

Rakytníkový 0 0 0 0 

 

Tabulka 16: Velikost inhibičních zón u gram-pozitivních mikroorganismů v přítomnosti 

rostlinného oleje ve směsi s hexanem 

Olej a hexan 

(1:1) 

Ø Inhibičních zón [mm] ± SD u testovaných gram-pozitivních  

mikroorganismů 

Micrococcus 

luteus 

Staphylococcus 

aureus 
Bacillus cereus 

Enterococcus 

faecalis 

Tamanu 12.5 ± 2.4 9.0 ± 1.4 0 5.5 ± 0.7 

Nimbový 0 1.5 ± 0.7 0 0 

Z černého kmínu 3.5 ± 1.3 4.0 ± 0.0 3.0 ± 0.0 1.5 ± 0.7 

Šípkový 0 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 

Rakytníkový 0 0 0 0 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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Tabulka 17: Velikost inhibičních zón u gram-negativních mikroorganismů v přítomnosti 

rostlinného oleje  

Olej 

Ø Inhibičních zón [mm] ± SD u testovaných gram-negativních  

mikroorganismů 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Salmonella en-

terica 

Serratia 

marcescens 

Tamanu 1.0 ± 0.0 0 1.0 ± 0.0 0 

Nimbový 0 0 0.5 ± 0.7 0 

Z černého kmínu 2.0 ± 0.0 1.5 ± 0.7 2.0 ± 0.0 1.5 ± 0.7 

Šípkový 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 1.5 ± 0.7 0 

Rakytníkový 0 0 0 0 

 

Tabulka 18: Velikost inhibičních zón u gram-negativních mikroorganismů v přítomnosti 

rostlinného oleje ve směsi s hexanem 

Olej a hexan (1:1) 

Ø Inhibičních zón [mm] ± SD u testovaných gram-negativních  

mikroorganismů 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Salmonella en-

terica 

Serratia 

marcescens 

Tamanu 0 0 0 0 

Nimbový 0 0 0 0 

Z černého kmínu 1.0 ± 1.4 0 1.5 ± 0.7 1.0 ± 0.0 

Šípkový 1.0 ± 0.0 0 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 

Rakytníkový 0 0 0 0 
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Obrázek 12: Inhibiční působení rostlinných olejů na testované mikroorganismy.   

Disková metoda – použití neředěných olejů 

 

 

Obrázek 13: Inhibiční působení rostlinných olejů na testované mikroorganismy    

Disková metoda – použití rostlinných olejů ve směsi s hexanem (1:1) 
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9.2.3 Stanovení MIC tamanu oleje 

V předcházející kapitole bylo uvedeno, že u tamanu oleje byly zjištěny pomocí difúzního 

diskového testu a bujónového dilučního testu výrazné inhibiční účinky na některé bakteriální 

kmeny (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis). Z tohoto dů-

vodu bylo provedeno stanovení MIC, a to bujónovou diluční metodou. Naměřené MIC ta-

manu oleje jsou uvedeny v Tabulce 19. Vliv tohoto oleje na růst bakterií byl pozorován v 

intervalu koncentrací 2.0 µl/ml – 250.0 µl/ml. MIC tamanu oleje, tedy nejnižší účinná kon-

centrace, při které docházelo k potlačení růstu mikroorganismů, byla stanovena u Micro-

coccus luteus na 15.6 µl/ml, u Staphylococcus aureus činila 62.5 µl/ml a u Enterococcus 

faecalis byla 250 µl/ml. Z výsledků je zřejmé, že především Micrococcus luteus byl vůči 

působení tohoto oleje velmi citlivý.  

Na ÚTTTK jsou intenzivně studovanými antimikrobními systémy monoacylglyceroly 

(MAG). Proto bylo provedeno porovnání jejich antimikrobní účinnosti s efektivitou studo-

vaných olejů. V práci [81] byla stanovena minimální inhibiční koncentrace MAG vůči En-

terococcus faecalis, a to pro MAG kyseliny laurové na 200 μg/ml a MAG kyseliny kaprinové 

na 250 μg/ml. Pro Staphylococcus aureus se pak hodnota MIC koncentrace pohybovala v 

rozmezí 100 − 300 μg/ml. Z tohoto srovnání je zřejmé, že antimikrobní aktivitu tamanu oleje 

lze označit za příznivou.   

 

Tabulka 19: Stanovení minimální inhibiční koncentrace (MIC) tamanu oleje 

Mikroorganis-

mus 

Koncentrace oleje [µl/ml] 

250.0 125.0 62.5 31.3 15.6 7.8 3.9 2.0 

Micrococcus       

luteus 
− − − − −* + + + 

Staphylococcus   

aureus 
− − −* + + + + + 

Enterococcus      

faecalis 
−* + + + + + + + 

 

+ Malý nárůst mikroorganismů na MPA po inkubaci v přítomnosti oleje  

- Nárůst bakterií nebyl pozorován  

* MIC [µl/ml] 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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Srovnáme-li výsledky naší práce s publikovanými daty je zřejmé, že antibakteriální účinky 

stejných olejů se liší. Např. Warra (2012) ve své práci [15] použil neředěný nimbový olej, 

který nejvíce inhiboval růst bakterií Salmonella paratyphi B a Staphylococcus aureus. Byly 

zde zjištěny inhibiční zóny o velikosti 20 mm. To je výrazně vyšší aktivita ve srovnání s tím, 

co bylo stanoveno v této diplomové práci. Zde se tedy může projevit nevýhoda antimikrob-

ních látek přírodního původu, které díky své variabilitě složení mohou vykazovat i variabilní 

antimikrobní účinnost, což může omezovat jejich praktické použití.    

9.3 Stanovení antioxidační aktivity metodou DPPH 

Antioxidační aktivita rostlinných olejů byla stanovena metodou DPPH pomocí spektrofoto-

metrického měření. Touto metodou byla zjišťována schopnost olejů deaktivovat radikály 

DPPH. V rámci diplomové práce byly testovány dva publikované postupy. V prvním případě 

[71], kdy byl k testu použit zásobní roztok DPPH v THF, byla absorbance měřena při 515 nm 

po předepsané době stání ve tmě (1 hod). Antioxidační aktivita je graficky znázorněna 

na Obrázku 14. Druhá použitá metoda [66], využívá podobného principu, ale DPPH i oleje 

byly rozpuštěny v toluenu a měření absorbance bylo provedeno v časových intervalech 1, 

15, 30, 45 a 60 minut po smíchání oleje s DPPH. Antioxidační aktivita vzorků olejů byla 

opět stanovena podle Rovnice 8 a je graficky znázorněna v Obrázku 15. Použití těchto metod 

umožnilo charakterizovat a porovnat antioxidační potenciál všech vzorků za různých pod-

mínek. Výpočet podle Rovnice 8 poskytuje jako výsledek procentuální úbytek absorbance, 

neboli % inhibice radikálů DPPH v přítomnosti testovaných olejů. To je interpretováno jako 

vymizení DPPH radikálů v důsledku antioxidačního působení olejů. Z Obrázku 14 je zřejmé, 

že největší antioxidační aktivitu z testovaných olejů vykazoval šípkový olej, poté tamanu 

olej, olej z černého kmínu a nakonec nimbový olej. Z Obrázku 15, který znázorňuje kinetiku 

probíhající reakce lze konstatovat, že s prodlužující se dobou reakce, docházelo k efektiv-

nější inhibici radikálů DPPH. Docházelo k odbarvování vzorků a tedy k úbytku absorbance. 

Výsledky druhého testovaného postupu, kdy byly oleje rozpuštěny v toluenu ukazují, že nej-

větší inhibiční potenciál byl stanoven u oleje z černého kmínu, dále u šípkového, tamanu a 

nimbového oleje. Při porovnání výsledků, je zřejmé, že antioxidační aktivita studovaných 

olejů se mírně lišila v závislosti na použitém postupu stanovení. Tento fakt, mohl být způ-

sobený např. použitím odlišných rozpouštědel, či podmínek při tomto stanovení. Nejhorší 

antioxidační potenciál vykazoval nimbový olej, zatímco aktivita šípkového oleje, tamanu 

oleje a oleje z černého kmínu byla obdobná.  
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Stanovení antioxidační aktivity nebylo provedeno u rakytníkového oleje, protože jeho vý-

razné oranžové zbarvení znemožnilo správné stanovení absorbance při vlnové délce 515 nm. 

 

 

 

Obrázek 14: Antioxidační aktivita testovaných olejů – použití DPPH v THF 
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Obrázek 15: Antioxidační aktivita testovaných olejů meřená v časovém in-

tervalu – použití DPPH v toluenu 

 

9.4 Stanovení cytotoxicity metodou MTT 

Pro posouzení cytotoxického účinku studovaných olejů byla použita MTT assay. Tato me-
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vání cytotoxicity bylo provedeno i na referenčním vzorku, kdy byla připravena suspenze 

TWEENU 80 bez přítomnosti olejů a hodnoty viability buněk po expozici referenčnímu 
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 Středně cytotoxický účinek: množství viabilních buněk 40 – 60 %; 

 Silně cytotoxický účinek: množství viabilních buněk menší než 40 %. 

 

Tabulka 20: Viabilita buněk v přítomnosti netradičních olejů 

Koncentrace 

oleje [µl/ml] 

Viabilita buněk [%] 

Tamanu Nimbový 
Z černého 

kmínu 
Šípkový Rakytníkový 

100 35 ± 0.01 34 ± 0.01 29 ± 0.01 40 ± 0.02 25 ± 0.01 

50 39 ± 0.01 37 ± 0.02 30 ± 0.01 51 ± 0.03 27 ± 0.01 

10 27 ± 0.00 29 ± 0.01 26 ± 0.01 51 ± 0.01 46 ± 0.01 

5 29 ± 0.01 30 ± 0.02 32 ± 0.02 72 ± 0.02 49 ± 0.02 

1 44 ± 0.02 39 ± 0.01 43 ± 0.02 70 ± 0.02 63 ± 0.01 

0.5 46 ± 0.00 43 ± 0.01 50 ± 0.01 68 ± 0.03 61 ± 0.01 

0.1 42 ± 0.00 51 ± 0.01 59 ± 0.01 85 ± 0.01 61 ± 0.01 

0.01 62 ± 0.01 52 ± 0.01 64 ± 0.02 81 ± 0.02 83 ± 0.02 

 

Tabulka 21: Viabilita buněk referenčního vzorku 

Referenční vzorek 

Ředění [µl/ml] Viabilita buněk [%] 

100 50 ± 0.02 

50 53 ± 0.01 

10 52 ± 0.02 

5 53 ± 0.02 

1 58 ± 0.01 

0.5 58 ± 0.01 

0.1 81 ± 0.03 

0.01 84 ± 0.02 
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Obrázek 16: Srovnáni cytotoxického účinku netradičních olejů 

 

Z výsledků bylo zjištěno, že cytotoxický účinek studovaných olejů byl závislý na jejich kon-
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dispergaci. Pro stanovení cytotoxického působení olejů, jako takových, bude tedy nutné me-

todu vhodně modifikovat.    
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ZÁVĚR 

Diplomová práce byla ve své první části zaměřena na obecnou charakteristiku studovaných 

olejů (tamanu, nimbový, rakytníkový, šípkový a olej z černého kmínu), konkrétně na stano-

vení čísla kyselosti, zmýdelnění, dále peroxidového a jodového čísla. Součástí charakteri-

zace bylo také stanovení konjugovaných dienových a trienových mastných kyselin a analýza 

mastných kyselin pomocí GC. V druhé části byly studovány antimikrobní účinky testova-

ných olejů pomocí dvou metod, a to difúzní diskové metody a bujónové diluční metody. 

Další informace o bioaktivitě netradičních olejů byly získány prostřednictvím stanovení an-

tioxidační aktivity (metoda DPPH) a pomocí testovaní jejich cytotoxického účinku (MTT). 

Z výsledků získaných při charakterizaci netradičních olejů je možné učinit závěr, že tamanu 

olej vykazoval výrazně odlišné vlastnosti ve srovnání s ostatními oleji. To bylo možno usu-

zovat z neobvykle vysoké hodnoty čísla kyselosti (62.9 mg KOH/g), z obsahu dienových a 

trienových mastných kyselin (0.37 % konjugovaných dienů, 5.13 % konjugovaných trienů) 

i z hodnoty peroxidového čísla (1.23 µval/g), které byly nejvyšší ze všech testovaných olejů.  

Informace o složení mastných kyselin poskytla metoda plynové chromatografie. Některé 

oleje (nimbový) vykazovaly mírné odchylky ve složení mastných kyselin od údajů naleze-

ných v literatuře, což mohlo být způsobeno variabilitou složení těchto netradičních olejů, 

která je běžně dokumentována v literatuře. Výsledky prokázaly, že studovaný rakytníkový 

olej byl získán z bobulí, o čemž svědčila přítomnost kyseliny palmitoolejové, která je pro 

tento olej typická.  

Po vyhodnocení výsledků antimikrobní aktivity, stanovené pomocí difúzní diskové metody 

a bujónové diluční metody bylo zjištěno, že gram-negativní bakterie byly k inhibičním účin-

kům testovaných olejů odolnější než bakterie gram-pozitivní. Největší inhibiční účinek na 

vybrané bakteriální kmeny vykazoval tamanu olej, zejména na Micrococcus luteus, Staphy-

lococcus aureus a Enterococcus faecalis. Druhým nejlepším inhibitorem růstu bakterií byl 

olej z černého kmínu. Naopak rakytníkový olej nevykazoval žádné inhibiční účinky na celé 

spektrum použitých bakterií. Největší citlivost vůči inhibičnímu působení všech testovaných 

olejů vykazoval Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus, zatímco největší odolnost byla 

pozorována u Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens. Pro nejvíce účinný tamanu 

olej byla stanovena i jeho minimální inhibiční koncentrace MIC, která činila pro Micro-

coccus luteus 15.6 µl/ml, Staphylococcus aureus 62.5 µl/ml a pro Enterococcus faecalis 

250 µl/ml. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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Stanovení antioxidační aktivity pomocí metody DPPH prokázalo, že nejvyšší antioxidační 

aktivitu má olej z černého kmínu a šípkový olej, dále tamanu olej a nejmenší antioxidační 

potenciál byl zjištěn u oleje nimbového. 

Vzhledem ke skutečnosti, že studované oleje jsou kosmetickými surovinami a používají se 

v kontaktu s lidským tělem, byly testovány rovněž jejich cytotoxické účinky za použití me-

tody MTT. Po vyhodnocení výsledků tohoto stanovení lze učinit závěr, že za podmínek testu 

vykazoval největší cytotoxické účinky na použitou buněčnou linii tamanu olej, který byl i 

při nejnižší studované koncentraci 0,01 μl/ml slabě cytotoxický (viabilita 62 ± 0.01 %). Jako 

nejméně cytotoxické se jevily oleje šípkový a rakytníkový. Stanovení však bylo ovlivněno 

přítomností surfaktantu použitého pro dispergaci oleje. 

Z výsledků této práce plyne, že netradiční oleje jsou díky složení, obsahu velkého množství 

bioaktivních látek, léčebným a antimikrobním účinkům, velmi cennými surovinami pro ce-

lou řadu kosmetických a farmaceutických produktů a rovněž jsou vhodné i jako doplněk 

stravy.   
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