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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim antimikrobnich G¢inkl péti netradicnich rostlinnych
olejui (tamanu, Sipkovy, rakytnikovy, nimbovy a olej z ¢erného kminu) na vybrané mikroorga-
nismy. V teoretické Casti prace je popsano chemické slozeni studovanych olejt, jejich vlast-
nosti, vyuziti v kosmetickém a farmaceutickém prumyslu, jakoz i metody pro hodnoceni
jejich antimikrobni u¢innosti.

Prakticka ¢ast diplomové prace je zaméfend na stanoveni inhibi¢nich u¢inkl studovanych
olejii na vybrané gram-pozitivni a gram-negativni bakterie. Dale je prace vénovana charak-
terizaci téchto olejii pomoci vhodnych fyzikdlnich a chemickych metod. Jsou rovnéz pied-

staveny vysledky z pilotnich testl stanoveni antioxidacni aktivity a cytotoxicity.

Kli¢ova slova: rostlinné oleje, antimikrobni ucinky, antioxida¢ni 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.

Keywords: vegetable oils, antimicrobial effect, antioxidant activity, cytotoxicity
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UvVOD

Rostlinné tuky a oleje patii do Siroké skupiny lipidt. Lipidy pak patii mezi zakladni slozky
lidské potravy, kde slouzi jako zdroj energie a dilezity prvek ovliviiujici spravnou ¢innost a
vyvoj organismu. Podstatnou ¢ast oleji tvofi triacylglyceroly, coz jsou estery mastnych ky-
selin s alkoholem glycerolem. Mastné kyseliny tvofi nejvétsi Cast triacylglycerolt a jejich
stupet nenasycenosti ma vyznamny vliv na konzistenci tuki a oleju. Oleje obsahuji vysoké
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, coz jim dodava tekutou konzistenci. Vyznamnou
skupinu latek tvofi esencialni mastné kyseliny, které jsou pro lidsky organismus nezbytné a
hraji dtlezitou roli pfi ochrané organismu pied celou fadou onemocnéni. Rostlinné oleje jsou
bohaté na m-6 mastné kyseliny. Oleje doprovazeji i latky lipofilniho charakteru, a to ptrede-
v§im uhlovodiky, fosfolipidy, steroly, barviva, chutové a aromatické latky, antioxidanty,

vitaminy.

Netradicni rostlinné oleje se ziskavaji pomoci Setrnych postupt s cilem zajistit jejich maxi-
malni kvalitu. Rozsah jejich vyuziti je Siroky. Diky blahodarnému sloZeni s obsahem celé
fady bioaktivnich latek maji jedinecné chemické vlastnosti a pfiznivé u¢inky na organismus.
Vétsina netradi¢nich oleja se spotfebovava v jejich piirozeném stavu, kde je zachovana fada
minoritnich latek, které jsou obvykle z ostatnich rostlinnych oleji odstraiovany v riznych
fazich rafinace a zpracovani. Slouzi pro vnitini uziti, jako dopln€k stravy nebo pro vngjsi
uziti. Vzhledem ke schopnostem zmékéovat, regenerovat, vyzivovat a 1é¢it pokozku nachazi

uplatnéni i v kosmetickém a farmaceutickém primyslu.

V poslednich letech se zvySuje zdjem o vyuziti pfirodnich latek pii lé¢bé riznych onemoc-
néni, coz podnitilo fadu farmaceutickych firem, aby se touto problematikou zabyvaly. U fady
rostlinnych oleji je zndmo, Ze maji antimikrobni u¢inky, ¢ehoz lze vyuZit napf. pii 1écbé
onemocnéni kiize. Jejich antimikrobni aktivita je pfisuzovana obsahu velkého mnozstvi bi-

oaktivnich latek ¢i éterickych oleji, které nékteré oleje doprovaze;ji.

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo pomoci vhodnych metod stanovit antimikrobni
ucinnost péti druhti rostlinnych oleji proti vybranym mikroorganismtim. Dalsi ¢ast prace
byla vénovana charakterizaci téchto oleji, stanoveni jejich antioxida¢ni aktivity a cytotoxi-

city.
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1 OBECNE SLOZENI TUKU A OLEJU

Tuky a oleje jsou pievazné tvoreny triacylglyceroly. Po chemické strance se jedna o estery
mastnych kyselin s trojsytnym alkoholem glycerolem. Na glycerol mize byt vazana jedna
mastna kyselina, pak se jedna 0 monoacylglyceroly, jsou-li navazané dvé mastné kyseliny
vzniknou diacylglyceroly a pokud jsou navazané tii mastné kyseliny, jde o triacylglyceroly
[1, 2].

Jestlize jsou mastné kyseliny navazané na molekulu glycerolu stejné, v tomto piipadé jde
0 jednoduché triacylglyceroly a pokud jsou navazané mastné kyseliny rtizné, jedna se o smi-
Sené triacylglyceroly. V ptirodnich tucich a olejich jsou v molekule navazany obvykle rizné

mastné kyseliny [1, 2].

Tuky jsou, diky ptevazujicimu zastoupeni nasycenych mastnych kyselin, za béznych pod-
minek tuhé, zatimco oleje jsou diky vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin te-
kuté. Je rovnéz znamo, ze rostlinné oleje obsahuji kromé triacylglycerolti i doprovodné (mi-
noritni) latky, jejichZ mnoZstvi neptevysSuje 1 %. Mezi tyto latky patii fosfolipidy, vitaminy,

uhlovodiky, steroly, barviva, chutové a aromatické latky a pfirodni antioxidanty [1, 2].

1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny tvoii nejpodstatnéjsi ¢ast tukli a olejli. Jsou to alifatické monokarboxylové
kyseliny, které se 1isi svou délkou, stupném nenasycenosti a charakterem nepolarniho, uhlo-

vodikového fetézce [1, 3].

Podle délky uhlovodikového fetézce se mastné kyseliny d¢€li na:
e Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, obsahujici 4 — 6 atomu uhliku,
e Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem, které obsahuji 6-12 atomu uhliku,
e Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, osahujici 14 — 20 atomi uhliku;

e Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem, které obsahuji vice jak 20 atomi uhliku.

Podle stupné nasyceni uhlovodikového fetézce se mastné kyseliny déli na:
e Nasycené, obsahujici ve svém uhlovodikovém fetézci pouze jednoduché vazby;
e Nenasycené, které obsahuji ve své struktufe kromé jednoduchych vazeb i vazby

dvojné.
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Nenasycené mastné kyseliny se miizou dale délit podle po¢tu dvojnych vazeb na:
e Monoenové (MUFA = monounsaturated fatty acids), obsahujici ve své molekule
jednu dvojnou vazbu;
e Polyenové (PUFA = polyunsaturated fatty acids), obsahujici ve své molekule dvé a
vice dvojnych vazeb [1, 2, 3].

Nekteré polyenové mastné kyseliny jsou esencialni (a-linolenova, linolova), které si lidské
télo nedokaze syntetizovat a je tfeba je prijimat prostfednictvim potravy. DéEli se do dvou
skupin: ®-3 a ®-6 mastné kyseliny (nazev podle pozice prvni dvojné vazby pocitano od kon-
cového methylenového uhliku). Mezi ®-3 mastné kyseliny fadime: kyselinu a-
linolenovou, eikosapentaenovou (EPA) a kyselinu dokosahexaenovou (DHA). Do skupiny
®-6 mastnych kyselin fadime: kyselinu linolovou, y-linolenovou a arachidonovou. Hlavnim
zdrojem -6 mastnych kyselin jsou rostlinné oleje, zatimco w-3 mastné kyseliny se vyskytuji
hlavné v rybim tuku a nékterych motskych zivocisich. Nedostatek ale i zména poméru ©-6
a ®-3 mastnych kyselin miZe nepiiznivé plsobit na lidské zdravi. Optimalné by ®-6 a -3
mastné kyseliny mély byt pfijimany v poméru ca 4-5:1 [1, 4, 5].

vvvvvv

e Snizuji pravdépodobnost vzniku onemocnéni srdce;
e Snizuji hladinu LDL cholesterolu v Krvi;
e Snizuji pravdépodobnost vyskytu rakoviny;
e Snizuji vysoky krevni tlak;
e Zvysuji hladinu HDL cholesterolu v krvi;
e Posiluji imunitu;
e Ptiznivé plsobi pii alergiich, cukrovce a artréze atd.
Mezi pozitivni u¢inky -6 mastnych kyselin |ze napft. zatadit:
e Snizuji hladinu LDL cholesterolu v krvi;
e -6 MK tvofi ceramid 1, ktery pfispiva k udrzeni optimalni vlhkosti pokozky;
e Kyselina y-linolenova se podili na buné¢né regeneraci a napomaha pii 1€cb¢ posko-

zenych tkani atd. [1, 4, 5].
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1.2 Minoritni latky obsaZené v olejich

Rostlinné oleje jsou doprovazeny i riznymi latkami lipofilniho charakteru. Pfi izolaci oleje
prechézeji do lipidové frakce a jejich obsah nepievysuje 1 %. Mezi tyto latky patii: volné
uhlovodiky, fosfolipidy, vitaminy, steroly, barviva, chutové a aromatické latky a antio-
xidanty. N¢které minoritni latky se z oleje odstranuji imysIné, protoze mohou nepiizniveé

ovlivnit celkovou kvalitu oleje. Jejich obsah je v riznych olejich odlisny [1, 6].
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2 NETRADICNi OLEJE S ANTIMIKROBNI AKTIVITOU

V nasledujici ¢asti diplomové prace budou podrobnéji popsany vlastnosti a pouziti olejt,
které jsou v praci studovany. Oleje byly vybrany na zéklad¢ literarni reSerse a jejich spolec-

nou vlastnosti je antimikrobni aktivita.

2.1 Nimbovy olej
Cesky botanicky nazev rostliny: Zederach indicky
Latinsky nazev rostliny: Azadirachta indica

Zederach indicky je strom, ktery se péstuje hlavné v Indii, ale i v Africe a Americe. Ze semen
plodl se pomoci lisovani za studena nebo extrakci rozpoustédlem, ptipadné superkritickym
COz ziskava nimbovy olej, ktery je cenén pro své vyznamné 1é¢ivé ucinky. Tyto ucinky jsou
piisuzovany bioaktivnim latkam, které jsou v tomto oleji ptitomné. Patii zde pfedevsim tri-
terpenoidy, konkrétnéji limonoidy (azadirachtin, nimbin, nimbidin, salanin, meliantriol
vlastnosti. Co se tyka slozeni, semeno nimby obsahuje okolo 40 — 45 % oleje, 8 — 15 %
bilkovin, 16 — 35 % sacharidi. SloZeni mastnych kyselin nimbového oleje je uvedeno v Ta-
bulce 1. Dale tento olej obsahuje az 2 % nezmydelnitelnych latek, pfedevsim steroly (3.1 —
5.1 mg/g) a tokoferoly (ca 1.2 mg/g). Nimbovy olej je zbarven ptevazné tmavé a na rozdil
od veétsiny rostlinnych oleji, obsahuje slouceniny siry, diky kterym ma $tiplavy zapach pfi-
pominajici ¢esnek. Tento rostlinny olej je také vyznamny pro své antidiabetické, protizanét-
livé, antihyperglykemické, antivirové, protiviedové, estrogenni a imunitni ucinky. Vzhle-
dem k jeho antimikrobnim vlastnostem je soucasti farmaceutickych pfipravki, zejména
emulzi, masti a obkladt. Pfiznivée piisobi pfi 1é€beé koZnich onemocnéni (psoridza), zabranuje
pred¢asnému starnuti pokozky a redukuje tvorbu vrasek. V aromaterapii 1ze pouzit pii pro-
jevech bakterialnich a virovych infekci na pokozce (plané nestovice). Nimbovy olej je
ucinny pii 1é€bé vaginalnich a koznich mykéz. Dale plsobi proti v§im a parazitim, které
hubi. Rafinovany nimbovy olej nachdzi uplatnéni i v kosmetickém pramyslu, kde je pfidavan
napt. do krémd, pletovych vod, Sampont, kondicionéri, vlasové vody, zubnich past, klok-
tadel, lakti na nehty a dal$i kosmetiky. Surovy nimbovy olej, ziskany extrakci rozpoustédlem

je vyuzivan predevsim pro vyrobu klasickych nebo specidlnich medicinalnich mydel. Diky
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nepiijemnému ¢esnekovému odéru je vhodné tento olej fedit napt. S mandlovym nebo me-
runkovym olejem v kombinaci s levanduli a tea tree, které tento odér prekryji [7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14].

Antibakterialnimi ¢inky nimbového oleje se ve své praci [15] zabyval Warra (2012). Pouzil
nezfedény nimbovy olej, jehoz antimikrobni aktivita byla testovana proti riznym kmeniim
bakterii (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Corynebacterium diphtheriae, Salmonella para-
typhi A a B, Salmonella typhosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus). Ze ziska-
nych inhibi¢nich z6n bylo zjisténo, ze nejvétsi inhibiéni uc¢inek vykazoval nimbovy olej na
bakterie Salmonella paratyphi B a Staphylococcus aureus, kde inhibi¢ni zony byly stano-
veny na 20 mm. Nejmensi antimikrobni aktivitu vykazoval nimbovy olej na bakterii Cory-

nebacterium diphtheriae, kde inhibi¢ni zona ¢inila 14 mm.

V dalsi studii [9], kterou provedl Sandanasamy a kol. (2013), byl sledovan antimikrobni
ucinek nimbového oleje vuci gram-negativni bakterii Escherichia coli a gram-pozitivni bak-
terii Staphylococcus aureus. Antibakterialni aktivita byla stanovena pomoci difuzni diskové
metody, kde na povrch agarové plotny spolu s nanesenymi bakteriemi byly umistény sterilni
disky, na které byl aplikovan vzorek nimbového oleje. Pro kazdy vzorek byla provedena dvé
meéfeni a antibakterialni aktivita byla hodnocena z vysledkd primérnych velikosti inhibic-
nich zén. Po 48 hodinové kultivaci pfi 35 £+ 2 °C, bylo zji$téno, ze maximalni inhibi¢ni zona
u testované bakterie Escherichia coli byla 11.7 mm pfi koncentraci oleje 100 mg/ml. U dal-
Sich koncentracich oleje (5, 20, 50, a 80 mg/ml) byly inhibi¢ni zény 8.7, 9.7, 10.3, a 11.3
mm. U bakterie Staphylococcus aureus byla nejvétsi inhibi¢ni zona 13.0 mm pii koncentraci
oleje 100 mg/ml, zatimco u ostatnich koncentraci oleje (5, 20, 50 a 80 mg/ml) métily inhi-
bi¢ni zoény 8.7, 9.7, 10.7 a 11.0 mm. Dale bylo zjisténo, Zze hexanovy extrakt nimbového
oleje vykazoval vétsi inhibi¢ni G¢inek na bakterii Escherichia coli, kde inhibi¢ni zony se

pohybovaly v rozmezi 13.0 az 14.0 mm.

Obrazek 1: Strukturni vzorec aktivni latky

nimbového oleje, azadirachtinu [16]
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Obrazek 2: Strukturni vzorec aktivni latky

nimbového oleje, nimbinu [17]

Obrazek 3: Strukturni vzorec aktivni latky

nimbového oleje, salaninu [18]

2.2 Olej z ¢erného kminu

Cesky botanicky nazev rostliny: Cernucha seta
Latinsky nazev rostliny: Nigella sativa

Cernucha seté je ptivodem z Asie, Stiedniho vychodu a Evropy, ale v dnesni dobé se péstuje
hlavné v Indii. Cerny kmin je velmi cenén pro sva semena, ktera obsahuji az 40 % oleje, 22
% proteinl, aminokyseliny, redukujici cukry, slizy, alkaloidy, organické kyseliny, tfisloviny,
pryskyfice, hof¢iny a dal$i minoritni latky. Surovy olej z ¢erného kminu je bohaty zejména
na polyenové (60 %), monoenové (24 %) a nasycené (16 %) mastné kyseliny. Dale obsahuje
okolo 1.5 % nezmydelnitelnych latek, tvofenych predevsim tokoferoly (a-tokoferol: 0.28
g/kg, y-tokoferol: 0.23 g/kg), steroly (stigmasterol: 0.31 g/kg, kampesterol: 0.23 g/kg) a -
karotenem (0.6 g/kg). Olej z ¢erného kminu se ziskava hlavné lisovanim za studena. Obsa-
huje vice nez sto biologicky aktivnich latek, mezi které patii napt. vitaminy A, B1, B2, B3,

B6, D, E a F, kyselina listova, mineralni latky, fosfor, zelezo, zinek, méd’ a hot¢ina nigellin.
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Diky jeho pozitivnim u¢inkiim na zdravi pouzivali tento olej jiz Egyptané, kteti jej oznaco-
vali jako vselék. Olej z ¢erného kminu obsahuje i ur¢ité mnozstvi éterickych oleju (az 2.5
%), dale obsahuje monoterpeny Kkarvon, limonen, a-pinen a p-cymen. Farmakolo-
gicky ucinné slozky éterického oleje jsou thymochinon, dithymochinon, thymohydrochinon
a thymol. Hlavni mastné kyseliny obsazené v oleji jsou kyselina linolova, olejova, marga-
rova (heptadekanova), palmitova a kyselina stearova. SloZeni mastnych kyselin tohoto oleje
je uvedeno v Tabulce 1. Bylo dokazano, Ze olej z ¢erného kminu ma antibakterialni, proti-
zanétlivé, spasmolytické, broncho-dilatacni, hepatoprotektivni a antihypertenzni ucinky.
Diky pozitivnimu pisobeni lze olej z cerného kminu pouzit pii 1é¢b€ onemocnéni kiize, jako
je psoridza a ekzém. Ve smési s véelim voskem se vyuziva pii zklidnéni popalenin, potlaco-
vani koznich infekci, proti bolesti kloubli nebo proti vraskdm. Pouziva se jako zékladni
sloZzka do masek nebo jako pfisada do masaznich olejii. Je uzitecny pii masazich suché po-
kozky s alergickymi projevy. Diky svému blahodarnému slozeni je tento olej vhodny pro

vn&j¥ i vnitini uziti [14, 19, 20, 21, 22, 23].

Ali a kol. (2003) ve své studii [24] provedené na fad¢ mikroorganismii, zkoumali antibakte-
rialni G¢inky oleje z ¢erného kminu a bylo zjisténo, Ze olej vykazuje siroké spektrum anti-
mikrobni aktivity. Inhibi¢né ptisobi napi. proti Staphylococcus albus, Escherichia coli, Sal-
monella typhi nebo Shigella niger a Vibrio cholera. Testy prokazaly, ze tento olej byl
vice G¢inny proti gram-pozitivnim, nez proti gram-negativnim mikroorganismim. Dale
bylo také zjisténo, ze olej z cerného kminu ma vynikajici antifungalni aktivitu, zejména proti

nékterym druhtim Aspergillus.

El-Kamali a kol. se ve své praci [25] zabyvali antimikrobnimi u¢inky esencialniho oleje,
ktery je v oleji z ¢erného kminu obsazen. Za pouziti difuzni diskové metody zjistili, Ze ma
antimikrobni u¢inky proti gram-pozitivnim bakteriim Staphylococcus aureus a Bacillus sub-
tilis. Rovnéz byl G¢inny i proti gram-negativnim bakteriim Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa. Z vyse uvedenych testovanych bakterii vykazoval maximalni inhibi¢ni u¢inek

proti Bacillus subtilis.
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CHa

Obrazek 4: Strukturni vzorec aktivni latky

oleje z cerného kminu, dithymochinonu [26]

CHa

Obrazek 5: Strukturni vzorec aktivni latky

oleje z cerného kminu, thymochinonu [26]

CHa

OH
CHy—CH
3

Obrazek 6: Strukturni vzorec aktivni latky

oleje z cerného kminu, thymolu [26]
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Tabulka 1: Zastoupeni majoritnich mastnych kyselin vyskytujicich se v nimbovém oleji a
oleji z cerného kminu [19, 21, 80]

Zastoupeni mastnych kyselin [%]
Mastna kyselina
Nimbovy Olej z ¢erného kminu
Palmitova 16 - 34 10-13
Stearova 15-24 3
Olejova 2558 24 - 35
Linolova 617 45 - 57
Margarova - 10

Tabulka 2: Tukova cisla nimbového oleje a oleje z cerného kminu [13, 27, 28, 29, 30]

] ) Cislo kyselosti Cislo zmydelnéni Jodové ¢islo
Rostlinny olej
[mg KOH/g] [mg KOH/g] [g 12/100¢]
Nimbovy 15-40 180 — 205 65— 80
Z ¢erného kminu 0.4 172 — 204 101 - 119

2.3 Sipkovy olej

Cesky botanicky nazev rostliny: Rize $ipkova

Latinsky nazev rostliny: Rosa canina

Sipkovy olej je ziskan lisovanim jader $ipki riize $ipkové, ktera je rozsifend téméf po celé
Evropé, ale i v Severni Americe, Asii a Africe. Obsahuje piiblizné 90 % nenasycenych mast-
nych kyselin (15 % MUFA, 75 % PUFA), coz ho ¢ini vyznamnym zdrojem nenasyce-
nych a esencialnich mastnych kyselin. Je vyznamny diky vysokému obsahu kyseliny a-lino-
lenové, ktera se v rostlinnych olejich (kromé Inéného) téméf nevyskytuje nebo jen ve velmi
malém mnozstvi. SloZzeni mastnych kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 3. Dale $ip-
kovy olej obsahuje vysoké mnozstvi vitamini A, C, D a 1.4 % nezmydelnitelnych latek

(steroly, tokoferoly). Hlavni bioaktivni slozkou Sipkové oleje je all-trans-kyselina retinova

(tretinoin), piirodni prekurzor vitaminu A, ktery je zodpovédny za obnovu tkani. Sipkovy
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olej se radi mezi tzv. such¢ oleje, které po naneseni nezanechavaji mastné stopy na pokozce.
Tento olej obsahuje rovnéz vysoké mnozstvi antioxidantl, predev§im y-tokoferol, ktery
chrani bunky i tkané pted oxida¢nim ptisobenim a t¢inky volnych radikalt. M4 baktericidni,

protizanétlivé a hydrata¢ni u¢inky [21, 22, 31, 32, 33, 34].

Diky vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny linolové a lino-
lenové, napomaha tento olej pfi vystavbé a regeneraci koznich bunék. Dale je aktivni pii
zpomalovani procesu starnuti pleti a tvorby vrasek. Reguluje tvorbu kozniho mazu a zklid-
nuje zanétlivé projevy pokozky. Vzhledem K jiz zminénému, vysokému obsahu esencialnich
mastnych kyselin se olej rovnéz uplatiuje pti snizovani hladiny cholesterolu, dale zlepsuje

krevni ob¢h a ptispiva ke spravné funkci srdce a cév [10, 21, 22, 31].

2.4 Tamanu olej
Cesky botanicky nazev rostliny: Kalaba obvejéita
Latinsky nazev rostliny: Calophyllum inophyllum

Strom Kalaby obvejcité neboli domby roste predevs§im v zemich jihovychodni Asie, Austra-
lie, Thajsku, Vietnamu nebo ve vychodni Africe a Madagaskaru. Na rozdil od vétsiny rost-
linnych oleju, neni tamanu olej téméi obsazen v Cerstvych zralych plodech, ale tvofi se az
pii jejich vysychani. Olej se lisuje ze suSenych jader plodu, ktera jej obsahuji az 75 % a je
zelené zbarven. Postup Gpravy semen pied lisovanim oleje je nasledujici: skotapky zralych
a nenakli¢enych plodt jsou mirné nadrceny tak, aby nedoslo k poskozeni jadra. Jadra jsou
pak rychle vyjmuta, uloZena v tenkych vrstvach a vystavena slunci. Vylisovany olej je slozen
z 88 % triacylglycerold, 3.5 % fytosteroll a estert sterold, 6.4 % glykolipida, 1.6% fosfoli-
pidd a obsahuje ca 2.0 % nezmydelnitelnych latek, pfedevsim steroly, tokoferoly a tokotri-
enoly. Hlavni triacylglyceroly tamanu oleje jsou OLL (10.8 %), POL (10.7 %) a OOL (10.4
%). Slozeni mastnych kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 3. Mezi dvé dulezité, G¢inné
latky obsazené v tomto oleji patii fidce se vyskytujici mastnd kyselina (calophyllic
acid) a lakton calophyllolide, ktery je vyjimecny svymi antibakterialnimi vlastnostmi. Ta-
manu olej ma specifické aroma a je pro n¢j rovnéz typicky obsah vzacnych rostlinnych prys-
Tamanu olej je vynikajici surovinou pro vyrobu fady kosmetickych piipravki, zejména se
ptidava do regeneracnich a ochrannych ptipravki. Je vyborny jako soucast hojivych a uklid-

nujicich ptipravka (mléka, krémy, gely, masky), ptipravki po opalovani nebo se pridava do
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rtének a balzami na rty. Tento olej je obzvlasté uzitecny pro 1é¢bu popalenin, vétsiny der-
matdz, pooperacnich jizev, koznich alergii, akné, lupénky, opart, omrzlin, koznich trhlin,
diabetickych viedi, hemoroida a je vhodny pro suchou kuzi. Lze jej synergicky kombinovat

s éterickymi oleji podle pozadovanych ué¢inku [14, 35, 36, 37].

V jedné z publikovanych studii [38], byla zjistovana minimalni inhibi¢ni koncentrace ta-
manu oleje potiebna k zastaveni ristu bakterii. Bylo dokazano, ze ptisobenim tamanu oleje
na Propionibacterium acnes, dochazelo k inhibi¢nimu ucinku a tedy k potlaceni rastu pii
koncentraci 0.125 mg/ml - 0.250 mg/ml. Tyto vysledky jsou velmi podobné minimalni inhi-

bi¢ni koncentraci derivata zinku, ktery je znamy pro své antibakteridlni vlastnosti.

Tabulka 3: Zastoupeni majoritnich mastnych kyselin vyskytujicich se vV Sipkovém a tamanu

oleji [21, 33, 34, 37]

Zastoupeni mastnych kyselin [%]
Mastna kyselina .

Sipkovy Tamanu
Palmitova 5 12-14
Stearova 3 13-15
Olejova 822 34 -40
Linolova 48 — 54 31-38

Linolenova 20-32 —

Tabulka 4. Tukova cisla sipkového a tamanu oleje [33, 37, 39, 40]

) ) Cislo kyselosti Cislo zmydeln&ni Jodoveé ¢islo
Rostlinny ole;j
[mg KOH/g] [mg KOH/g] [g 12/1009]
Sipkovy Max. 4 175188 165 — 180
Tamanu 2340 194 - 210 90 -100
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2.5 Rakytnikovy olej
Cesky botanicky nazev rostliny: Rakytnik fesetlakovy
Latinsky nazev rostliny: Hippophae rhamnoides

Rakytnik fesetlakovy je volné rostouci nizky az stiedné velky kef, ktery se vyskytuje piede-
v§im na Sibifi a Vv jizni Evropé, Skandinavii, Asii, Japonsku nebo v Severni Americe. Olej
se ziskava z oranzové zbarvenych plodu a jeho sloZeni je ovlivnéno tim, z které ¢asti plodu
je ziskan. Mize to byt bud’ z duzniny plodu, nebo ze semene. Obsah oleje v semenech a
duznin¢ se pohybuje okolo 13 az 15 %. Rakytnikovy olej obsahuje vysoky podil nezmydel-
nitelnych latek (0.3 — 2.0 %), jedna se ptedevsim o karotenoidy, tokoferoly a steroly. Tento
olej lze ziskat jednak lisovanim, avSak této metody izolace se moc nevyuziva diky malé
vytéznosti anebo extrakci superkritickym COz. Vyrazné oranZové zbarveni tohoto oleje je
prisuzovano vysokému obsahu karotenoidt. Olej ziskany ze semen je bohaty na nenasycené
mastné kyseliny, predevs§im na kyselinu linolovou a a-linolenovou, zatimco olej ziskany
z duzniny obsahuje ptedev§im nasycené mastné kyseliny, zejména palmitovou a palmitoole-
jovou. Slozeni mastnych kyselin tohoto oleje je uvedeno v Tabulce 5. Rakytnikovy olej je
jedine¢ny diky vysokému obsahu biologicky aktivnich latek. Mezi nejvyznamnéjsi slozky
1ze zatadit vitaminy A, K, E, D, C, vitaminy skupiny B, dale tfisloviny, mineralni soli (bor,
mangan, zelezo) nebo flavonoidy, které se uplatiiuji pti snizovani koncentrace cholesterolu
v krvi a spolu s karotenoidy stimuluji rtst a hojeni poskozenych tkani i sliznic. Flavonoidy
spolu s fytoncidy pfispivaji k baktericidnim G¢inktim tohoto oleje. Nejvétsi uplatnéni na-
chazi v kosmetickém a farmaceutickém primyslu pro jeho regeneracni, protizanétlivé, zklid-
fujici a hojivé vlastnosti. Napomaha pfi 1écbé koZnich onemocnéni, podporuje rist nehtii a
vlast a pozitivné pusobi pfi termickych a chemickych spaleninach kize. Rakytnikovy olej
se nachazi napt. v balzdmech, hydratacnich, dennich a no¢nich krémech nebo se pouziva do
pletovych mlék a vlasovych masek. Rakytnikovy olej ma Siroké spektrum vyuziti a je
vhodny jak pro vnitini, tak pro vnéjsi uziti. Diky jeho prospé$nym ucinkiim na zdravi je
vyhledavanym potravinovym doplitkem a je taktéz soucasti tzv. funkcnich potravin [21, 41,
42,43, 44, 45].

Antibakterialnimi vlastnostmi rakytnikového oleje se ve své publikaci [46] zabyvali Kaushal
a kol. (2011). Sterilni Petriho misky obsahujici EMB medium (Eosin methylen blue) byly
inokulovany standardni kulturou Escherichia coli nebo Bacillus subtilis a do stfedu misky

byl polozen disk filtra¢niho papiru nasakly studovanym olejem. Vzorek byl inkubovan pii
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38 °C po dobu 24 — 48 hodin, po které byla méfena velikost inhibi¢nich zon. Pro kazdy
vzorek byla provedena ¢tyti méfeni, ze kterych byla vypocitana primérna hodnota. Po 24 —
48 hodinové inkubaci byly na agaru patrné inhibi¢ni zony pouze v piipadé Escherichia coli.
A jejich pramér ¢inil 4 mm.

V dalsi studii [47], kterou se zabyvali Arora a kol. (2012), byla sledovana antimikrobialni
aktivita methanolickych a vodnych extrakti z rakytniku feSetlakového, konkrétné z listi,
semen a pokrutin. Inhibi¢ni G¢innost extrakta studovali proti 17 patogennim mikroorganis-
mum. V této praci byla pouzita agarova diftzni metoda, kde antimikrobni aktivita byla hod-
nocena z prumérnych velikosti inhibi¢nich zon. Bylo zjisténo, ze methanolicky extrakt z
pokrutin, semen a listll vykazoval vétsi inhibi¢ni Gi€inek proti testovanym kmentim v porov-
nani s jejich vodnym extraktem a puisobil inhibi¢né zejména proti bakteriim Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Salmonella en-
terica. Vodny extrakt pisobil antimikrobné predevsim na bakterii Salmonella enterica a Sta-
phylococcus aureus. Dale bylo zjisténo, ze MIC methanolickych extrakt byly nizsi (125 az
4000 pg/ml) nez u extraktd vodnych, jejichZ hodnoty se pohybovaly od 2000 do 4000 pg/ml.

Tabulka 5: Zastoupeni majoritnich mastnych kyselin Vyskytujicich se v rakytniko-
véem oleji [21, 48]

Specifikace
SloZeni mastnych kyselin
Ze semen Z bobuli
Palmitova 7.7-20 23.1-38
Stearova 25-3 -
Palmitoolejova - 23-50
Olejova 18.5-19 17.8-33
Vakcenova 23-4 7
Linolova 39-40 15-174
Linolenova 30 10.4




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

26

Tabulka 6. Tukova cisla rakytnikového oleje [46, 49]

Rostlinny olej

Cislo kyselosti
[mg KOH/g]

Cislo zmydelnéni
[mg KOH/g]

Jodové ¢islo
[g 12/100¢]

Rakytnikovy

4-95

181 - 230

63 — 125
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3 CHARAKTERIZACE TUKU A OLEJU

V této kapitole jsou popsany pouze zakladni charakteristiky tuk® a oleji, mezi které patii
predevsim stanoveni tzv. tukovych ¢isel (Cislo kyselosti, ¢islo zmydelnéni, esterové Cislo
jodové Cislo) a stanoveni oxidacni stability tukti a oleju. Tu Ize urcit napf. pomoci peroxido-
vého cisla nebo spektrofotometricky jako obsah konjugovanych dienovych a trienovych
mastnych kyselin. Tuky a oleje se obvykle charakterizuji rovnéZz pomoci obsahu celkovych

lipidt, zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin a dal$ich minoritnich latek.

3.1 Tukova ¢éisla

Pomoci tukovych Cisel 1ze snadno a rychle charakterizovat analyzované oleje.

3.1.1 Cislo kyselosti

Cislo kyselosti se definuje jako poget mg KOH potiebnych k neutralizaci volnych mastnych
kyselin v 1 g vzorku tuku. Udava tedy obsah volnych mastnych kyselin v analyzovaném
vzorku tuku. Jedna se o rychlé a jednoduché stanoveni, zalozené na titraci odmérnym rozto-
kem KOH na vhodny indikator (fenolftalein). Pfi starnuti tukd a oleju dochazi ke §tépeni

TAG, uvoliovani mastnych kyselin a ke zvySeni ¢isla kyselosti [50, 51, 52].

3.1.2 Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni je definovano jako po¢et mg KOH potiebnych k neutralizaci volnych
mastnych kyselin a ke zmydelnéni esterti mastnych kyselin v 1 g vzorku tuku. Udava obsah
veskerych mastnych kyselin (volnych a estericky vazanych) v analyzovaném vzorku tuku.
Toto stanoveni se provadi nepiimou titraci nadbyte¢ného KOH odmérnym roztokem kyse-

liny chlorovodikové [50, 51, 52].

3.1.3 Esterové Cislo

Esterové Cislo je definovano jako poc¢et mg KOH pottebnych k hydrolyze estericky vazanych
mastnych kyselin v 1 g vzorku tuku. Udava obsah estericky vazanych mastnych kyselin
Vv analyzovaném vzorku. Hodnota esterového c¢isla se vypocitd z rozdilu hodnoty ¢isla zmy-

delnéni a ¢isla kyselosti [50, 51, 52].
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3.1.4 Jodové cislo

Jodové ¢islo je definovano jako mnozstvi halogenu (ptepocteného na jod) v gramech nava-
zaného na 100 g vzorku tuku za danych podminek. Stanoveni lze provést podle Hanuse s jo-
dmonobromidem jako reakénim ¢inidlem nebo dle Wijse, kde se pouZije jodmonochlorid.
Udava obsah nenasycenych mastnych kyselin v analyzovaném vzorku tuku a stanovuje se
jodometrickou metodou odmérné analyzy. Stanoveni jodového ¢isla spociva v adici zna-
mého mnozstvi halogenu na dvojnou vazbu a zjisténi nezreagovaného Cinidla zpétnou titraci
thiosiranem. Hodnotu jodového ¢isla 1ze pouzit napt. ke sledovani hydrogena¢niho procesu

anebo pro zjistovani miry oxidace oleje [50, 51, 52].

3.2 Stanoveni oxida¢ni stability tuki a oleju

Diky pisobeni vzdusného kysliku dochazi k oxidaci tuki a oleji. Jedna se o nezadouci re-
akci, snizujici jejich kvalitu. Autooxidace je nejbéznéjsim typem oxidace, ktera probiha pii
béznych i zvysenych teplotach a pti niz dochazi ke vzniku hydroperoxidd, primarnich oxi-
dacnich produktt, které jsou nestabilni a iniciuji vznik sekundédrnich produkti (aldehydy,
ketony, uhlovodiky). Na reakci se podileji pfedev§im nenasycené mastné kyseliny, avSak pti
vysokych teplotach se mohou reakce zucastnit i mastné kyseliny s jednoduchou vazbou.
Mezi nezadouci projevy oxidace fadime vznik neptijemného zapachu a chuti, které jsou zpi-
sobeny zejména ptitomnosti aldehydi a ketonti. Pribéh oxida¢nich zmén tuki a oleju, lze
sledovat pomoci kvalitativnich analyz nebo lIze vyuzit i kvantitativnich stanoveni, mezi néz
patii napt. peroxidové ¢islo, anisidinové Cislo, thiobarbiturové ¢islo nebo stanoveni obsahu

konjugovanych dienovy a trienovych mastnych kyselin [53, 54].

3.2.1 Peroxidové Cislo

Peroxidové ¢islo udava obsah primarnich oxida¢nich produkti tukt a stanovuje se jodome-
trickou metodou odmérné analyzy. Princip této metody spociva ve schopnosti hydropero-
xidt uvolnit z jodidu jod, ktery se dale stanovi titraci odmérnym roztokem thiosiranu v Ky-
selém prostiedi. U Cerstvych, vysoce kvalitnich olejii by méla byt hodnota peroxidového

¢isla nizka [52, 53, 55].

3.2.2 Stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin

Pro stanoveni obsahu konjugovanych mastnych kyselin se vyuziva UV spektrometrie. Kon-

jugované dieny absorbuji UV zafeni pfi 233 nm a konjugované trieny vykazuji absorp¢ni
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maxima pii 268 a 278 nm. V ptirodnich lipidech se systém konjugovanych dvojnych vazeb
nevyskytuje. K jeho vzniku dochazi pti oxidaci polyenovych mastnych kyselin, kdy nekon-
jugované dvojné vazby mastnych kyselin pfechazeji na konjugovany systém dvojnych vazeb
[53].

3.3 Slozeni mastnych kyselin

SloZeni mastnych kyselin V tucich a olejich Ize urcit pomoci chromatografickych technik.
V této kapitole je popsan princip plynové chromatografie, coz je jedna z metod, ktera se k

této analyze pouziva nejcastéji.
3.3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je metoda, ktera slouzi k separaci slozek obsazenych v analy-
zovaném vzorku. MiiZze byt vyuZzivana jak ke kvalitativnimu stanoveni, tak ke kvantitativni
analyze. Vyuziva se zejména v analyze t€kavych latek a Ize s ni analyzovat nejen plyny, ale
i latky, které je mozné pted separaci pievést na plyn. Mobilni fazi je vhodny nosny plyn,
pohybujici se skrz stacionarni fazi umisténou v koloné. Dle skupenstvi stacionarni faze se
plynova chromatografie déli na dva typy: 1) plynova rozdélovaci chromatografie (GLC —
gas-liquid chromatography), kde stacionarni fazi je kapalina zakotvena na inertnim nosici a
princip separace je zalozen na rozdilné rozpustnosti analyzovanych latek ve stacionarni a
mobilni fazi; 2) plynova adsorp¢ni chromatografie (GSC — gas-solid chromatography), kde
stacionarni fazi je tuhy sorbent a princip separace spociva v rozdilné adsorpci analyzovanych

latek na povrchu stacionarni faze [56, 57, 58, 59].

Analyzovany vzorek je nastiikem zaveden do injektoru, ve kterém dojde k jeho odpateni a
nasledné je ve formé& par unasen v proudu mobilni faze do kolony, ve které dojde k separaci
tohoto vzorku na jednotlivé slozky. Rozdélené slozky analytu postupné opoustéji kolonu a
putuji do detektoru, kde dojde k jejich detekci. Detektor indikuje okamzitou koncentraci
analyzovanych latek v nosném plynu a jeho signal je zaznamenavan pocitacem a vyhodno-

covan v podobé chromatogramu [56, 57, 58].

Plynovy chromatograf, ktery je zobrazen na Obrazku 7. se sklada z: zasobniku nosného
plynu, reguldtoru tlaku a priatoku plynu, davkovaciho zatizeni (injektor), chromatografické
kolony, termostatu, detektoru a zobrazovaciho a vyhodnocovaciho zatizeni. Chromatogra-

vvvvvv

slozek analytu. Obsahuje stacionarni fazi a je umisténa v termostatu. V soucasnosti jsou
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nejcastéji pouzivany kapilarni kolony o vnitinim priméru mensim nez 1 mm a délce 10 —
100 m, vyrabéné z kifemenného skla potazeného vrstvou polymeru. Stacionarni faze je na-
nesena na vnitini stén¢ kapilary ve forme tenkého filmu. Dalsi dilezitou soucasti plynového
chromatografu je detektor, ktery slouzi k detekci slozek analyzovaného vzorku. Mezi vlast-
nosti idedlniho detektoru patii rychla a linearni odezva, vysoka citlivost, selektivita a stabi-
lita. V kombinaci s GC lze pouzit n€kolik druhti detektorti, pifi¢emz K nejpouzivangj$im fa-
dime tepelné vodivostni detektor, plamenové ioniza¢ni detektor a detektor elektronového
zachytu. Plynova chromatografie mize byt kombinovéana s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS — gas chromatography-mass spectrometry), ktera plni funkci detektoru a umoziuje de-
tekci slozek s vyuzitim hmotnostnich spekter [56, 57, 58, 59].

Pted samotnou analyzou mastnych kyselin je nutné vzorek tuku nebo oleje pievést na me-
thylestery, coz jsou nizkomolekularni nepolarni derivaty. V prvnim kroku dochazi ke zmy-
delnéni acylglycerolt v oleji a poté se provede esterifikace volnych mastnych kyselin v al-

kalickém prostfedi methanolu.

3.3.2 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC — praktické priklady

Analyzou slozeni mastnych kyselin v olejich pomoci GC se zabyvala fada autorti. V nasle-

dujici ¢asti prace je uvedeno jen nékolik prikladti metod vhodnych pro jejich stanoveni.

Concha a kol. [33] provedli analyzu mastnych kyselin §ipkového oleje pomoci plynové chro-
matografie za nasledujicich podminek: byl pouzit plynovy chromatograf (Hewlett-Packard
5890 series I1) s FID detektorem, kolonou (SP-2330, 30 m x 0.25 mm x 0.2 um, Supelco,
Bellefonte, PA) a objemem nastiiku 0.5 ul. Nosnym plynem bylo He, teplota injektoru ¢inila
220 °C ateplota detektoru 250 °C. Vzorky byly analyzovany teplotnim programem s vychozi
teplotou 170 °C, poté nasledoval linearni vzrust teploty rychlosti 1 °C/min. do 190 °C, dale
4 °C/min. do 215°C a pfi této teploté pokracovala analyza po dobu 30 minut.

Obsah mastnych kyselin nimbového oleje ve své praci [9] analyzovali Sandanasamy a kol.
Toto stanoveni bylo provedeno plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii (GC-MS). Analyza byla provedena na plynovém chromatografu Agilent Technologies
7890 A, s nepolarni kapilarni kolonou DB-1 (100% dimethylpolysiloxan) o rozmérech 30 m
X 0.25 mm x 0.25 um) a objemem nasttiku 1.0 pl. Jako nosny plyn bylo pouzito He s prito-
kem 1 ml/min. Teplotni program byl nasledujici: pocateéni teplota 60 °C s vydrzi po dobu 3

minut, poté nasledovalo linearni zvyseni teploty na 240 °C rychlosti 3 °C/min. a izotermalni
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analyza po dobu 10 minut. Vstupni teplota detektoru byla nastavena na 250 ° C. Pro hmot-
nostni detektor byly pouzity nasledujici podminky: splitless technika, teplota injektoru 250
°C ateplota iontového zdroje 230 °C.

Ali a kol. [27] provedli GC analyzu oleje z ¢erného kminu. Obsah jednotlivych mastnych
kyselin stanovili pomoci plynového chromatografu GCD PYE Unicam (PYE Unicam Ltd.,
Cambridge, Velka Britanie) s FID. Pouzili sklenénou kolonu (1.8 m x 2 mm) s 6 % BDS na
pevném nosi¢i, Anakorm ABS (100/120). Nosnym plynem byl N2 (pritok 30 ml/min.) a
teplota kolony byla konstantni, 190 °C. Teplota injektoru a detektoru byly nastaveny na 240
°C.

vzorek vystup plynu do atmosfeéry
| 4 signal detektoru
\ \ \ N vyhodnocovaci

zarizeni

davkovad Galaria detektor
regulaéni
systém
\ termostat

Cistici zarizeni

zdroj nosného plynu

Obrazek 7: Schéma GC [56]
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4 METODY STANOVENI ANTIMIKROBNI AKTIVITY OLEJU

Ke zjistovani antimikrobni aktivity vybranych rostlinnych oleja lze vyuzit kvalitativni a
kvantitativni metody stanoveni. Metody kvalitativni jsou metody difizni, jsou vyuzivané
zejména pro svou jednoduchost a rychlost stanoveni a slouzi k orientaénimu stanoveni anti-
mikrobni uc¢innosti dané latky. Mezi metody kvantitativni patii dilu¢ni metody, které lze
vyuzit ke kvantitativnimu stanoveni stupné citlivosti (rezistence) a dale slouzi ke stanoveni

cwwvr

ktera inhibuje rast testovaného mikroorganismu [60, 61].

4.1 Kbvalitativni metody

4.1.1 Diskova difizni metoda

Pomoci diskové difuzni metody Ize prokazat citlivost (rezistenci) testovanych mikroorga-
nismu vuci antimikrobnim latkdm. Tato metoda je zaloZena na postupném uvoliiovani anti-
mikrobni latky z papirovych diski, vlozenych do média s inokulovanym testovanym kme-
nem mikroorganismi. Testovany mikroorganismus je inokulovan na agarovou ptudu (Mu-
eller-Hinton agar) a nasledné jsou na povrch média piiloZeny standartni papirové disky ob-
sahujici inhibi¢ni latku. Tato inhibicni latka v priibéhu predepsané inkubace difunduje
z diskli do okolniho média a vytvaii rizn€ velké zony kruhovych tvarti, v nichZz dochazi
k potladovani ristu mikroorganismti. Po inkubaci je méfen primér zon okolo kazdého
disku. Inokulum je ptipraveno z izolované kolonie testovanych mikroorganismii, ktera se
v agarové pid¢ inkubuje po dobu 18 az 24 hodin. Dal$im zplsobem piipravy inokula je
pfiprava suspenze izolovanych kment ve fyziologickém solném roztoku (0.85 %) o zékalu
odpovidajicim 0.5 stupné McFarlandovy stupnice. Hustota inokula muze ptimo ovlivnit ve-
likost inhibi¢nich zon, bez ohledu na citlivost zkouseného mikroorganismu. Husté a velmi
koncentrované inokulum vede k falesné¢ mensim velikostem inhibi¢ni zony, zatimco velmi
ziedéné inokulum zplisobi opacny tcinek a oba tyto pfipady vedou k nespravnym vysled-
kam. Diskové kotouce l1ze aplikovat na povrch agarové plotny bud’ ru¢né, nebo pomoci dav-
kovaciho zafizeni. V optimalnim ptipadé by mély byt disky umistény ve vzdalenosti 30 mm
od sebe, minimalni vzdalenost mezi disky by vsak méla byt alespoit 24 mm, aby se minima-
lizovalo prekryvani inhibi¢nich zoén. Agarové plotny se inkubuji v obracené poloze za pod-
minek vhodnych pro testované organismy. Inhibi¢ni zona je identifikovana jako oblast, ve

které neni ziejmy zadny viditelny rist mikroorganismu a lze ji pozorovat pouhym okem.
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Slaby nartst kolonii nebo mikro-kolonie viditelné pouze pod lupou nebo pii nakla-
néni desky by mély byt pii vyhodnocovani ignorovany. Mezi hlavni vyhodu difuzniho dis-
kového testu je jeho jednoduchost, finanéni nenaro¢nost a moznost vybéru antimikrobnich

latek pro testovani. Nevyhodou této metody je jeji ¢asova naro¢nost [60, 61, 62].

4.1.2 Epsilon test citlivosti (E-test)

E-test je obdobou difuzniho agarového testu, ktery kombinuje principy diskové difuzni a
dilu¢ni metody pro stanoveni citlivosti mikroorganismu in vitro. Tento test je relativné lehce
koncentrace antimikrobni latky, ktera inhibuje rist testovaného mikroorganismu. E-test, lze
vyuzit pouze za predpokladu, ze je testovano pouze malé mnozstvi antimikrobnich latek a
substanci. Na inokulovanou agarovou piidu jsou pokladdany specialni prouzky opatiené stup-
nici, které na okrajich obsahuji gradient antimikrobni latky. Nasledn¢ dochazi k pronikani
antimikrobni latky do okolniho média a podél strany prouzku se rovnéz vytvaii kontinudlni
koncentra¢ni gradient antimikrobni latky. Po uplynuti ptedepsané doby inkubace se na po-
vrchu ptdy vytvaii inhibi¢ni zona ve tvaru elipsy. Hodnota MIC se odecte v misté, kde se
inhibi¢ni zona protina s prouzkem. Metody se vyuziva se pro klinické testovani gram-pozi-
tivnich a gram-negativnich, aerobnich a anaerobnich bakterii, pneumokoku, streptokok,
gonokoki, a kvasinek. Vyhodou této metody je stanoveni Sirokého spektra koncentraci an-

timikrobni latky. Nevyhodou je jeji relativné vysoka cena [60, 62].

4.2 Kvantitativni metody

4.2.1 Agarova dilu¢ni metoda

Tato metoda je zaloZzena na hodnoceni MIC na agarovych padach, které obsahuji antimi-
krobni latky s odstupfiovanou koncentraci. Nejcastéji se ptipravuje série koncentraci jednoho
druhu antimikrobni latky. Nasledné¢ se zakladni roztok fedi geometrickou fadou. Na plotny
s agarem (Mueller-Hinton agar) se o¢kuje standartni inokulum testovaného kmene a po pie-
k zastaveni rastu sledovaného kmene mikroorganismti (MIC). Agarova dilu¢ni metoda je
vysoce standardizovana, referencni metoda, pomoci niz, Ize testovat citlivost velkého mnoz-

stvi kment mikroorganismu [60, 61, 63].
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4.2.2 Bujénova dilu¢ni metoda

Principem této metody je naockovani testovaného kmene mikroorganismt do zkumavek se
snizujici se koncentraci inhibi¢ni latky a po inkubaci se sleduje, pii které koncentraci inhi-
bi¢ni latky nedoslo k tvorbé zakalu a tedy k pomnoZzeni sledovanych mikroorganismti. Nej-
nizsi koncentrace antimikrobni latky, u které doslo k potlaceni rlistu mikroorganismu, se urci

jako MIC [61].

4.2.3 Mikrodiluéni metoda

U mikrodilu¢ni metody se hodnoti MIC v jamkach mikrodilu¢ni desticky, které obsahuji
zivné médium (bujon) v kombinaci se zvolenymi koncentracemi antimikrobni latky. Mikro-
dilu¢ni desticka obsahuje obvykle 96 jamek s konickym nebo kulatym dnem. Tyto jamky s
antimikrobni latkou o riznych koncentracich, jsou zaoCkovany suspenzi testovanych mikro-
organismu. Po inkubacni dob¢ je rovnéz uréena MIC. Rust mikroorganismt Se projevuje
sedimentem nebo zakalem obsahu jamky. U mikrodilu¢ni metody dana koncentrace inokula
neovliviiuje vysledky testu tak vyznamné jako u diskové difuzni metody nebo u E-testu.
Vyhodou této metody je vysoka shoda vysledkli v porovnani s agarovou dilu¢ni metodou,
jeji jednoduchost, casova nenarocnost a snadna piiprava velkého mnozstvi mikrodilu¢nich
destic¢ek s riznymi typy pid v kombinaci s inhibi¢nimi latkami o rtizné koncentraci [60, 61,
62].
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5 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Antioxidacni aktivita uddva miru schopnosti biologického materialu inhibovat volné radi-
kaly. Ty ptisobi neptiznivé na lidské zdravi a jedna se zejména o reaktivni kyslikové a dusi-
kové radikaly. Negativni ptisobeni téchto radikal je pfisuzovano jejich schopnosti reagovat
s biologicky vyznamnymi slouceninami, coz pak vede ke zméndm ve struktute bun¢k, vy-
znamnych funkci v organismu nebo Kk posSkozeni tkani, popf. organt. Dulezitou roli
V ochrané organismu ptred volnymi, radikaly hraji antioxidanty, které tyto radikaly prevadéji
na nereaktivni ¢i mén¢ reaktivni formu. Tim dochazi k eliminaci reaktivnich procest v or-
ganismu a jeho ochrané pfed oxida¢nim stresem. Dostateny piijem antioxidantii z potravin
muZe napt. snizovat pravdépodobnost vzniku onemocnéni srdce, zpomalovat proces starnuti,
sniZzovat hladinu cholesterolu nebo snizovat riziko vzniku nadorti. V nizkych koncentracich
antioxidanty oddaluji nebo zamezuji oxidaci substratu (lipidy, proteiny, sacharidy) a tim
prodluzuji tdrznost potravin. [64, 65, 66, 67, 68]

Antioxidanty Ize klasifikovat na zakladé mnoha kritérii. Jednim z moznych rozdéleni mize
byt podle:

e Pivodu: pfirodni (tokoferoly, kyselina askorbova) a syntetické (gallaty);

e Mechanismu ptisobeni: ptima reakce s radikaly (vychytavani, zhaSeni), reakce s pte-
chodnymi kovy nebo reakce s pfitomnym kyslikem;

e Zplsobu vstupu do organismu: endogenni — vznikajici pomoci metabolickych pro-
cesu v organismu (kyselina mocova) nebo exogenni — pfijimané zvenci napt. formou
potravy (karotenoidy);

e Struktury: fenolové (tokoferoly), endioly (kyselina erythorbova) ¢i ostatni latky;

e Rozpustnosti: lipofilni (flavonoidy), hydrofilni (kyselina askorbova) nebo amfifilni
(kyselina lipoova) [67, 68, 69].

Vzhledem ke skutecnosti, Zze bezpecnost syntetickych antioxidantd je s ohledem na soucas-
nou Uroven znalosti spornd, jsou stale vice vyuzivany pfirodni, rostlinné antioxidanty, pfi-
tomné napft. vV ovoci, zelening, olejnatych semenech, tedy i v rostlinnych olejich. Netradi¢ni
rostlinné oleje jsou dulezité, protoze jejich slozky maji jedinecné chemické vlastnosti a mo-

hou rozsitit nabidku jedlych oleju [66].

Rostlinné oleje bézn¢ obsahuji polyenové mastné kyseliny, které podl€haji snaze oxidaci.

Antioxidanty chrani oleje pted oxidact, pfi které dochazi k negativnimu ovlivnéni jejich vy-
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zivové a senzorické hodnoty. Nejvyznamnéjsimi antioxidanty, vyskytujicimi se v rostlin-
nych olejich, jsou tokoferoly, tokotrienoly a karotenoidy. O dalSich bioaktivnich slouceni-
nach s antioxida¢nimi schopnostmi, kter¢ jsou pfitomné v rostlinnych olejich neni vSak stale
dostatek informaci. Proto, aby bylo mozné¢ 1épe pochopit prosp€sné ucinky antioxidacnich
latek v rostlinnych olejich, je dilezité zjistit, zda se jednotlivé oleje, jako celek, lisi ve svych

reakcich s volnymi radikaly.

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity existuje fada pracovnich postupii a metod. Tyto metody
se déli do dvou skupin: 1) metody hodnotici schopnost eliminovat vznikl¢ radikaly (napf.

ABTS, DPPH); 2) metody posuzujici redoxni vlastnosti latek (napt. FRAP) [64, 65].

V nasledujici ¢asti prace bude zminéna metoda FRAP, coz je jedna ze zdkladnich metodik
pro stanoveni antioxidacni aktivity. Dale bude popsana metoda pouzivajici DPPH, ktera je

v diplomové praci pouzita.

5.1 Metoda FRAP (Ferric reduction antioxidant power)

Metoda FRAP pro stanoveni antioxida¢ni aktivity je zaloZend na schopnosti antioxidantii
redukovat Zelezité¢ iony TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) na iony zeleznaté. Projevem re-
dukce je vznik intenzivné modrého zbarveni, které se sleduje spektrofotometricky. Nartst

absorbance pfi 593 nm je mirou antioxidac¢ni aktivity vzorku [64, 65].

5.2 Metoda DPPH

Princip této metody spociva v reakci testované latky se stabilnim volnym radikdlem DPPH
[1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl], kdy dochazi k redukci radikalu za vzniku
DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Fialové zabarveni radikdlu DPPH je zptisobeno neparo-
vym elektronem na dusiku hydrazylu. Radikal DPPH vykazuje silnou absorpci v UV/VIS
spektru a pii ptisobeni antioxidantd se intenzita jeho zabarveni snizuje. Odbarvovani roztoku
je sledovano spektrofotometricky, pii vinové délce 515 nm. Antioxidacni aktivita se vyja-
diuje bud’ jako ubytek absorbance, neboli inhibi¢ni ucinnost (%) nebo v ekvivalentech pou-

zitého standardu (napft. B-karoten, kyselina askorbova, Trolox) [64, 65].
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Obrazek 8: Redukce radikalu DPPH za vzniku DPPH-H [70]

V praktické ¢asti byly pouzity dva postupy, a to modifikovany postup podle Ferri a kol. [71].
Pti této metod¢ se smisi alikvotni ¢ast extraktu vzorku (450 ul) a8.55 ml Cerstvé vyrobeného
515 nm. Druhym postupem je metoda podle Ramadan a kol. [66]. Zde byla schopnost oleju
deaktivovat radikaly testovana po jejich rozpusténi v toluenu (koncentrace DPPH 1.10™* M).
Praktické provedeni spocivalo v rozpusténi 10 mg oleje ve 100 ul toluenu a jeho smichani s
390 pl roztoku DPPH. Smés byla homogenizovana 10 sekund na vortexu a méteni absor-
bance bylo provadéno pti 515 nm v ¢asovych intervalech 1, 15, 30, 45 a 60 min. po smichani

oleje s DPPH.
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6 STANOVENI CYTOTOXICITY

Obecn¢ lze cytotoxicita definovat jako schopnost latek nebo sloucenin zpiisobit bunécnou
smrt. K testovani cytotoxicity existuje velké mnozZstvi testti in vitro, pomoci kterych je
mozné zkoumdani toxickych ucinkt latek na bunééné a molekuldrni trovni. Ke stanoveni
cytotoxicity se vyuziva bunéénych linii kultivovanych za specifickych podminek. Piedsta-
vuji Sirokou skalu bunécnych typti a jsou komeréné dostupné. Hodnoceni cytotoxicity zahr-
nuje morfologické posouzeni poskozeni bun¢k, méteni ristu bunék nebo méfeni specific-
kych aspektti bunécného metabolismu. Existuje cela fada testl, které lze rozdé€lit do Ctyr
skupin: 1) testy viability, u kterych se sleduje zivotaschopnost bunék vystavenych zkousené
latce; 2) testy proliferace; 3) testy zalozené na detekci metabolické aktivity (MTT, XTT);
4) testy detekce genové exprese. Testy pro stanoveni cytotoxického ucinku se fidi mezina-
rodni normou CSN EN ISO 10993, ktera definuje pozadavky, parametry a postupy pouzi-
vané pii biologickém hodnoceni zdravotnickych prostfedkd a sklada se ze dvaceti doku-
menti. V paté ¢asti jsou definovany metody zkousek pro hodnoceni cytotoxicity zdravotnic-
kych prostiedku in vitro. Cytotoxické testovani zahrnuje kultivaci bunék, jejich vystaveni
toxické latkce a vyhodnoceni jejich poskozeni. Jednotlivé testy cytotoxicity in vitro se vy-
hodnocuji nejc¢astéji pomoci spektrofotometru, prutokové cytometrie, luminometru ¢i flu-
orescen¢ni mikroskopie. V soucasnosti se hodnoceni cytotoxicity in vitro stalo velmi pouzi-
vanou a poptavanou analyzou. Hlavnim diivodem jejich pouzivani je minimalizovani pokust
a vyzkumt na zvitatech pfi testovani toxicity zkousenych latek. Jedna se tedy o alternativni
zpusob v testovani toxicity. Hodnoceni cytotoxicity in vitro 1ze uplatnit napf. pfi testovani

bezpecnosti novych 1é¢iv, kosmetickych piipravki nebo potravinovych piisad [72, 73, 74].

V nékterych ptipadech jsou antimikrobni vlastnosti latek spojeny s jejich cytotoxicitou,
proto bylo do praktické ¢asti diplomové prace zatazeno stanoveni cytotoxicity studovanych
rostlinnych oleji. V nasledujici ¢asti kapitoly bude popsan princip metody MTT, ktera je
V praxi pro toto stanoveni hojn€ vyuzivana. Tato kapitola bude rovnéZ vénovana testu vyu-
Zivajici neutralni ¢ervenl. Test neutrdlni Cerveni patii také mezi vyhleddvané metody pro vy-

hodnocovani cytotoxicity na tkanovych kulturach.
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6.1 MTT test

Tato metoda pro stanoveni cytotoxicity je zalozena na redukci MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid], v Zivych a metabolizujicich bunkach, do kterych mutize
piejit prostfednictvim endocytozy. Zluté zabarveny MTT je mitochondrialnimi dehydroge-
nazami a redukénimi ¢inidly pfeveden na fialoveé zbarveny, nerozpustny formazan, ktery se
po pridavku detergentu rozpusti. Stupen zabarveni se sleduje spektrofotometricky pii vinové
délce 570 nm a mira absorbance je pfimo umérna poctu zivych bunék (¢im vétsi absorbance,
tim vyssi pocet zivych bunék). MTT test se vyuziva k hodnoceni viability, proliferace a cy-
totoxicity bun¢k [72, 75, 76].
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Obrdazek 9: Redukce MTT na formazan [77]

6.2 Test neutralni ¢erveni

Jedna se 0 kvantitativni kolorimetrickou metodu, ktera je zaloZena na schopnosti Zivych bu-
nek vazat neutrdlni Cerveil ve svych lysozomech. U mrtvych nebo poskozenych bunék se
schopnost udrzet ¢i akumulovat barvivo snizuje. Sledovanym parametrem je intenzita zabar-
veni neutralni cerveni v bunééné populaci, ktera je pfimo umérnd mnoZzstvi Zivotaschopnych
bunék. Detekce se provadi nejcastéji spektrofotometricky ¢i fluorometricky. Nevyhodou to-
hoto testu je moznost sraZeni barviva do tvari krystald, které miZe byt vyvolano nékterymi
chemikaliemi. V disledku tohoto jevu dochazi k nepfesnému a chybnému stanoveni [72,

78].
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7 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo, v ramci literarni reSerSe, popsat slozeni, vlastnosti, metody
charakterizace a pouziti netradi¢nich oleju (rakytnikovy, Sipkovy, tamanu, nimbovy a olej
z ¢erného kminu) a uvést vybrané analytické metody vhodné pro jejich charakterizaci. Dalsi

Cast prace byla zamétena na popis jejich farmakologickych a antimikrobnich ucinkd.

V praktické ¢asti diplomové prace bylo cilem charakterizovat vzorky studovanych oleju po-
moci vhodnych fyzikalnich a chemickych metod. Dal$im cilem prace pak bylo stanovit je-
jich biologickou aktivitu, konkrétn¢ antimikrobni u¢innost proti béZznym patogeniim, cyto-

toxicitu a antioxida¢ni ucinky, vysledky zpracovat a diskutovat a vyvodit z nich zavéry.
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PRAKTICKA CAST
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8 MATERIAL A METODY

8.1 Rostlinné oleje

Biologicka aktivita netradi¢nich rostlinnych olejti byla sledovéana na nasledujicich péti ole-
jich:

e BIO gipkovy olej, Nobilis Tilia s.r.o., Ceska Lipa;

e BIO Rakytnikovy olej, Nobilis Tilia s.r.0., Ceska Lipa;

e BIO Olej z ¢erného kminu, Nobilis Tilia s.r.o., Ceska Lipa;

e Nimbovy olej, Nobilis Tilia s.r.0., Ceska Lipa;

e Tamanu olej, Nobilis Tilia s.r.o., Ceska Lipa.

8.2 Chemikalie

e Hexan, 99 % p.a. (PENTA, Ing. Petr Svec);
e Tween 80 (Sigma-Aldrich);

e Methanol (PENTA, Ing. Petr Svec);

e DPPH (Sigma-Aldrich);

e [-karoten (Sigma-Aldrich);

e Tetrahydrofuran (PENTA, Ing. Petr Svec);
e KOH, HCI (Ing. Petr Lukes);

o Fenolftalein;

e Xylen (PENTA, Ing. Petr Svec);

e Chloroform (Ing. Petr Lukes);

e Kl (Chemapol);

e Toluen (PENTA, Ing. Petr Svec);

e Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich).

8.3 Pristroje a vybaveni

e Plynovy chromatograf Shimadzu GC - 14A s FID detektorem;,
e Spektrofotometr — UV-VIS Photolab;

e Biohazard box;

e Autoklav;

e Denzitometr;
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o Vortex;
e Disky z filtra¢niho papiru (d = 0.5 cm);

e B¢&zné laboratorni vybaveni.

8.4 Bakterialni kmeny

Antimikrobni aktivita pouzitych rostlinnych olejii byla studovdna na osmi bakteridlnich
kmenech, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganisma (Czech Collection of Microor-
ganisms, CCM):

8.4.1 Grampozitivni kmeny

e Micrococcus luteus CCM 732;
e Staphylococcus aureus subps. aureus CCM 3953,
e Bacillus cereus CCM 2010;

e Enterococcus faecalis CCM 2665.

8.4.2 Gramnegativni kmeny

e Escherichia coli CCM 3954;
e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955;
e Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420;

e Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303.

Bakterialni kmeny byly uchovavany v chladnicce pfi teploté 4 + 2 °C.

8.5 Kultivacni pady

Pro porovnani antimikrobnich G¢inkt testovanych oleji pomoci difuzni diskové metody byl
pouzit Mueller-Hinton agar. Pro bujonovou dilu¢ni metodu byl ptipraven masopeptonovy

agar a na ptipravu inokula byl pouzit masopeptonovy bujon.

8.5.1 Mueller-Hinton agar (MHA)

Slozeni Mueller-Hinton agaru bylo nasledujici: hovézi masova infaze (300 g); Kysely hyd-
rolyzat kaseinu (17.5 g); skrob (1.5 g); agar (17 g); destilovana voda (ad 1000 ml).
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Postup pfipravy:

Jednotlivé slozky smési byly navazeny, pievedeny do zasobni lahve a doplnény destilovanou
vodou. Poté byla provedena sterilizace v autoklavu (132 °C, 90 min) a takto pfipraveny
MHA byl nadavkovan do sterilnich Petriho misek.

8.5.2 Masopeptonovy agar (MPA)

Slozeni masopeptonového agaru bylo nasledujici: beef extrakt (3 g); NaCl (3 g); pepton
(5 g); agar (15 g); destilovana voda (ad 1000 ml).

Postup pfipravy:

Jednotlivé slozky smési byly navazeny, pievedeny do zasobni lahve a doplnény destilovanou
vodou. Poté byla provedena sterilizace v autoklavu (132 °C, 90 min) a takto pfipraveny MPA
byl nadavkovan do sterilnich Petriho misek.

8.5.3 Masopeptonovy bujon (MPB)

Slozeni mastopeptonového bujonu bylo nasledujici: beef extrakt (3 g); NaCl (3 g); pepton
(5 9); destilovana voda (ad 1000 ml).

Postup pfipravy:

Jednotlivé slozky smési byly navazeny, ptevedeny do zasobni lahve a doplnény destilovanou

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

8.6 Kultiva¢ni medium

Pro zkousku cytotoxicity bylo jako kultiva¢ni médium pouzito DMEM (Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium), ke kterému bylo pfidano 10 % fetalniho bovinniho séra a smés peni-

cillinu/streptomycinu 0 100 U/ml (100 pg/ml).

8.7 Metody

V praktické ¢asti diplomové prace byly studované rostlinné oleje charakterizovany pomoci
vhodnych chemickych a fyzikalnich metod. Pro stanoveni jejich antimikrobni aktivity byla

pouzita difuzni diskova metoda a bujonova dilu¢ni metoda.
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8.7.1 Charakterizace rostlinnych oleji

8.7.1.1 Stanoveni Cisla kyselosti a zmydelnéni

Do barky bylo navazeno ca 2 g vzorku oleje a k nému bylo piidano 5 ml xylenu, 30 ml
neutralniho ethanolu a fenolftalein. Roztok byl zah#ivan pod zpétnym chladi¢em ca 10 — 15
minut na 50 — 60 °C a pot¢ titrovan za horka 0.5 M ethanolickym roztokem KOH do rtizo-
vého zbarveni. K roztoku byl opét piidan ethanolicky KOH, a to v takovém mnozstvi, aby
jeho celkovy objem véetné spotieby na ¢islo kyselosti byl 20 ml. Roztok byl po dobu 2 hodin
udrZovan na topném hnizd¢ ve varu pod zpétnym chladi¢em. Po ukonéeni varu byl k roztoku
ptidan fenolftalein a roztok byl titrovan za horka 0.5 M HCI do vymizeni zbarveni. Cislo
kyselosti a zmydelnéni bylo vypocteno dle Rovnice 1 a 2:

a—b)-c M
( ) EOH KOH (1)

Cislo kyselosti =
Kde:

a — spotfeba 0.5 M KOH pro vlastni titraci [ml];

b — spotieba 0.5 M KOH pro slepy pokus [ml];

CkoH — koncentrace odmérného roztoku KOH [mol/l];
MkoH — molarni hmotnost KOH [g/mol];

n —navazka vzorku [g].

b—a)- cye-M
( ) rIl-ICI KOH (2)

Cislo zmydelnéni =
Kde:

a — spotteba 0.5 M HCl pro vlastni titraci [ml];

b — spotieba 0.5 M HCI pro slepy pokus [ml];

CHcl — Koncentrace odmérného roztoku HCI [mol/];
Mkon — molarni hmotnost KOH [g/mol];

n —navazka vzorku [g].

8.7.1.2 Stanoveni jodového Cisla

Do Erlenmayerovy banky bylo navazeno ca 0.1g vzorku oleje a k nému ptidano 25 ml chlo-
roformu a 25 ml Hanusova ¢inidla, obsah baiiky byl promichan a ponechan na tmavém misté
po dobu 1 hodiny. Po uplynuti ptedepsané doby bylo ptidano 20 ml 10 % roztoku Kl a 100

ml destilované vody. Roztok byl titrovan 0.1 M roztokem thiosiranu do Zlutého zbarveni.
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Poté byl pridan skrobovy maz (1 ml) a roztok byl dotitrovan do odbarveni. Jodové ¢islo bylo
vypocteno dle Rovnice 3:

(a - b) ' CN325203 ’ M
2-n-1000

Jodové &islo = 2. 100 ©)

Kde:

a — spotieba 0.1 M NaS,03 na slepy pokus [ml];

b — spotieba 0.1 M NazS,03 pro vlastni stanoveni [ml];
Cna2s203 — koncentrace odmérného roztoku NaxS>03 [mol/l];
M2 — molarni hmotnost I> [g/mol];

n —navazka vzorku [g].

8.7.1.3 Stanoveni peroxidového Cisla

Do Erlenmayerovy baiky bylo navazeno ca 1.2 — 1.4 g vzorku oleje, ke kterému bylo pii-
dano 25 ml smési chloroform:kyselina octova v poméru 1:1. Vzorek oleje byl rozpustén a
po piidavku 1 ml roztoku KI byl roztok promichan a ponechan 5 minut ve tm¢. Poté bylo
ptidano 75 ml destilované vody, 2 ml §krobového mazu a obsah barky byl titrovan 0.01 M
thiosiranem do odbarveni. Peroxidové ¢islo se vypocte dle Rovnice 4:

1000-M- (a—Db)

Peroxidové ¢islo = = (4)

Kde:

M — piesna koncentrace roztoku Na2S>O3 [mol/l];
a — spotieba 0.01 M Na2S203 pro vlastni stanoveni [ml];
b — spotfeba 0.01 M Na2S203 na slepy pokus [ml];

n —navazka vzorku [g].

8.7.1.4 Stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin UV spektro-

metrii

Vzorek oleje (50 mg) byl rozpustén v 10 ml hexanu. V kiemennych kyvetach bylo na pfi-
stroji UV-VIS Photolab prométeno UV spektrum piipravenych roztokt oleji v rozmezi vl-
novych délek 200 — 400 nm proti ¢istému hexanu. Ze ziskanych zaznami byla hodnocena
pritomnost absorp¢nich pikli v oblasti 233 nm pro konjugované dieny a 268, 278 nm pro
konjugované trieny. Obsah konjugovanych dienovych (CD) a trienovych (CT) mastnych ky-

selin byl stanoven dle Rovnic 5, 6, 7:
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CD = 0.91 - (ay33 — 0.07) )

CT = 1.316 * (azes — 0.05 - (azez — az74)) (6)
Ay

_ S 7

A c-1 "

Kde:

Ay, — absorbance stanovena pro piislusnou vinovou délku;
m — hmotnost navazky [mg];

V — vysledny objem roztoku [ml];

| — délka kyvety [cm].

8.7.1.5 Stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii

Slozeni mastnych kyselin ve studovanych olejich bylo stanoveno metodou plynové chroma-
tografie s FID detekci. Pfed chromatografickou analyzou bylo potieba vzorek oleje prevést

na t€kavé methyestery.

Piiprava methylestera:

Do varné baiiky bylo odvazeno ca 2 g vzorku oleje, ke kterému bylo piidano 20 ml metha-
nolu a 0.5 ml 1 M methanolického roztoku KOH. Smés byla ponechéna vaftit pod zpétnym
chladi¢em po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byl obsah baiiky ochlazen a pfeveden do
délici nalevky. Na promyti bylo pouzito 10 ml hexanu a 20 ml 20% roztoku NaCl. Obsah
nalevky byl protiepan a vodna faze byla oddélena do druhé délici nalevky, do které bylo
pfidano 5 ml hexanu. Roztok v druhé délici nalevce byl opét protiepan a vodny a hexanovy
podil byl od sebe odd¢len. Hexanové extrakty z prvni a druhé extrakce byly spojeny a poté
promyty 15 ml 20% roztoku NaCl. Vodna faze byla oddélena a hexanovy podil byl vysusen
filtraci pies bezvody siran sodny. Takto pfipravené methylestery byly analyzovany pomoci
GC.

Analyza GC:

Pted analyzou byly nejprve vzorky methylesterti nafedény hexanem v poméru 1:5. Stanoveni
mastnych kyselin testovanych oleju bylo provedeno na plynovém chromatografu Shimadzu
GC-14A, vybaveném FID detektorem a kapilarni kolonou DB WAX (30 m x 0.25 mm X
0.25 um, Agilent). Nastiikovy objem byl 1 ul, teplota injektoru 235 °C, pratok nosného
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plynu 2.5 kg.cm™. Teplotni program byl nasledujici: po&ateéni teplota byla 110 °C, po které
nasledovalo zvyseni teploty na 230 °C rychlosti 5 °C/min a pfi této teploté pokracovala ana-
lyza po dobu 10 minut. Teplota detektoru byla nastavena na 235 °C.

Identifikace jednotlivych mastnych kyselin v analyzovanych vzorcich byla provedena na
zakladé¢ srovnani retenénich ¢ast elu¢nich pikli vzorkl s retenénimi Casy elu¢nich piki po-
uzitého standardu SUPELCO™ 37 Component FAME Mix (Sigma Aldrich). Kvantitativni

zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich bylo uréeno pomoci metody vnitini normalizace.

8.7.2 Stanoveni antimikrobnich u¢inku rostlinnych oleji

Pro posouzeni antimikrobni u¢innosti studovanych oleji byla pouzita difuzni diskova me-

toda a bujonova diluéni metoda.

8.7.2.1 Priprava suspenze bakteridlnich kmenii

Suspenze bakterialnich kment byly pfipraveny zao¢kovanim ¢isté kultury z Petriho misek
do pfedem pfipravenych, vysterilizovanych zkumavek s MPB. Nasledné byly zkumavky
vlozeny do termostatu a kultivovany pii 30 °C po dobu 24 hodin u kment Pseudomonas
aeruginosa a Bacillus cereus. U ostatnich bakterialnich kmenti kultivace probihala pii 37 °C
po dobu 24 hodin.

8.7.2.2 Testovani antimikrobnich ucinkit pomoci bujonové dilu¢ni metody

Suspenze bakterialnich kmentl, kultivované pies noc, byly nejprve fedény sterilnim fyziolo-
gickym roztokem na zakal odpovidajici 0.5 stupné¢ McFarlandovy stupnice. Do sterilnich,
plastovych zkumavek bylo pipetovano 500 pl vzorku oleje, 20 pl 10% roztoku TWEEN 80
a dale bylo pfidano odpovidajici mnozstvi MPB do objemu 1.8 ml. Obsah kazdé zkumavky
byl fadné protfepan a zhomogenizovan pomoci vortexu. Nasledné byly vzorky zaoCkovany
200 pl suspenze bakteridlnich kmenti. Vysledny objem pfipravené smési ¢inil 2 ml. Obdobné
byl pfipraven i slepy vzorek, avsak bez piidavku vzorku oleje. Zkumavky se vzorkem byly
poté inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Po skonc¢eni kultiva¢ni doby byly jed-
notlivé vzorky nao¢kovany v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s MPA a rozetieny po celé
ploSe sterilni hokejkou. Kultiva¢ni podminky se 1iSily v zavislosti na pouzitych bakteridlnich
kmenech. Nasledovalo vyhodnoceni a pozorovani pfitomnosti a ristu mikroorganismi u jed-

notlivych vzorkt oleji. Z diavodu hydrofobicity pouzitych oleji, byl pouzit emulgator
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TWEEN 80, ktery umoznil t¢innou dispergaci oleje v bujonu. Maximalni koncentrace emul-
gatoru byla 0.05 %. Tato koncentrace zajistila emulgovani oleje, aniz by samotny

TWEEN 80 inhiboval rust testovanych mikroorganismu [79].

8.7.2.3 Testovani antimikrobnich ucinkit pomoci difizni diskové metody

K testovani antimikrobnich G¢inkd byly pouzity vzorky nefedénych oleji nebo jejich smési

s hexanem v poméru 1:1.

V prvni ¢asti experimentu byly jednotlivé suspenze bakterialnich kmenti nafedény pomoci
sterilniho fyziologického roztoku na hustotu odpovidajici 0.5 stupné McFarlandovy stup-
nice. Takto pfipravené inokulum bylo v mnozstvi 100 pul pipetovano do Petriho misek
s MHA. Za pomoci sterilni hokejky byla suspenze rozprostiena po celé plose Petriho misky.
Po zaschnuti bylo na plotny s MHA kladeno Sest sterilnich papirovych diski o priiméru
5 mm. P&t diskd bylo uréeno pro jednotlivé vzorky studovanych olejt, popt. jejich smési
s hexanem v poméru 1:1. Na Sesty disk byla pipetovana sterilni destilovana voda, ktera slou-
zila jako negativni kontrola. Na kazdy papirovy disk bylo pipetovano 7 pl zkouSeného Cis-
tého oleje, popt. 10 pul smési oleje s hexanem. Pro kazdy vzorek byla provedena dvé stano-
veni. Petriho misky spolu s disky byly vlozeny do termostatu a kultivovany pii 30 °C po
dobu 24 hodin u kmenti Pseudomonas aeruginosa a Bacillus cereus. Ostatni bakterialni
kmeny byly kultivovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po ukonceni inkubace byla odectena
velikost inhibi¢nich z6n (mm), které vznikly kolem papirovych diskl v diisledku inhibi¢nich

ucinki studovanych rostlinnych oleji.

8.7.2.4 Stanoveni MIC

MIC testovaného oleje byla stanovena bujonovou diluéni metodou. Stanoveni MIC bylo
provedeno pouze u tamanu oleje, u kterého byly zjistény vyrazné inhibi¢ni a¢inky na nékteré
druhy testovanych mikroorganismi, konkrétné na Micrococcus luteus, Staphylococcus au-
reus a Enterococcus faecalis. Do pfedem vysterilizované, plastové zkumavky bylo napipe-
tovano 250 ul tamanu oleje, 10 ul 10% roztoku TWEEN 80 a zkumavka byla doplnéna od-
povidajicim mnozstvim MHB do objemu 1 ml. Poté byla smés dikladné protiepana a pro-
michéna na vortexu. Vzorek byl nésledné fedén dvojkovou geometrickou fadou az na ko-
ne&nou koncentraci oleje ca 2 pl/ml. Redéni bylo provadéno MHB. Nésledné bylo do viech
zkumavek zaoCkovano 200 ul suspenze testovanych mikroorganismi, nafedénych na zakal

odpovidajici 0.5 stupné McFarlandovy stupnice. Kultivace probihala pifi 37 °C po dobu 1
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hodiny. Takto kultivované vzorky byly naockovany a rozetfeny sterilni hokejkou v mnozstvi
100 pl na Petriho misky s MHA. Kultivace probihala pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po ukon-

¢eni kultivace byl pozorovan rist a pfitomnost testovanych mikroorganismu a byla stano-

cvwr

dala hodnoté MIC.

8.7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Pro stanoveni antioxidacni aktivity olejit metodou DPPH byly pouzity dva postupy. Pii prv-
nim, modifikovaném postupu dle Ferri a kol. [71], byl pouzit zasobni roztok DPPH v THF.
Do odmérné banky bylo ptripraveno 100 ml zasobniho roztoku DPPH, navazenim 0.024 g
DPPH a doplnénim THF. Z takto ptipraveného zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni
roztok DPPH, kdy bylo smichano 30 ml zasobniho roztoku DPPH se 135 ml THF. K analyze
bylo do kadinky odpipetovano 450 pl vzorku oleje a k nému pfidano 8.55 ml pracovniho
roztoku a nasledn¢ byla kadinka vlozena na 60 min do tmy. V kifemennych kyvetach byla na
pristroji UV-VIS Photolab zmétena absorbance pracovniho roztoku DPPH a ptipravenych
vzorkd, pti vinové délce 515 nm proti THF. Podle Rovnice 8 byla vypoc¢tena inhibi¢ni G¢in-
nost, neboli % inhibice radikalt DPPH v pfitomnosti testovanych oleji. Kazdy ze tii para-

lelné ptipravenych vzorkl byl prométen dvakrat.

Ao — Ay

Inhibi¢ni t¢innost (%) = - 100 (8)

Kde:

Ao — absorbance pracovniho roztoku DPPH,;

A1 — absorbance reakéni smési.

Druhym postupem byla metoda podle Ramadan a kol. [66]. V prvnim kroku byl pfipraven
toluenovy roztok DPPH (koncentrace DPPH 1.10* M). Ke stanoveni bylo navézeno 10 mg
oleje a k nému bylo ptidano 100 pl toluenu. Po rozpusténi oleje byla smés smichana s 390 pl
roztoku DPPH. Poté tato sm¢s byla homogenizovana po dobu 10 sekund na vortexu. V kie-
mennych kyvetach byla na pfistroji UV-VIS Photolab zméfena absorbance pii 515 nm v ¢a-
sovych intervalech 1, 15, 30, 45 a 60 minut po smichani oleje s DPPH. Mezi jednotlivymi
méfenimi byl roztok uloZen ve tmé&. Inhibi¢ni €innost, neboli % inhibice radikaldt DPPH v
pfitomnosti testovanych oleji, byla rovnéz vypoctena dle Rovnice 8. Méfeni bylo provedeno

tf1 krat.
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8.7.4 Stanoveni cytotoxicity metodou MTT

Stanoveni cytotoxicity bylo provedeno v Laboratofi bunééné biologie Centra Polymernich
systémt UTB ve Zlin¢. K testovani cytotoxicity byly vzorky pfipraveny obdobnym zptiso-
bem, jako pro testovani antimikrobni aktivity. Do sterilnich zkumavek bylo pipetovano
500 pl vzorku oleje, 20 pl 10 % roztoku TWEEN 80 a odpovidajici mnozstvi DMEM do
objemu 2 ml. Testované vzorky oleju byly ziedény kultivaénim médiem na koncentrace 100,
50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 a2 0.01 pl/ml. Testovani bylo provedeno podle normy EN ISO 10993-5,
s drobnymi apravami. Buriky byly nejdiive prekultivovany po dobu 24 hodin v médiu, které
bylo nasledné nahrazeno suspenzemi oleji fedénymi na vyse uvedené koncentrace. Pro srov-
nani byla pfipravena rovnéz suspenze TWEENU 80 bez ptitomnosti oleju. Jako reference
bylo pouzito ¢isté kultivaéni médium bez testovanych slozek. Po pfidani oleji byly bunky
opét 24 hodin kultivovany v inkubatoru Heracell 150i. K posouzeni cytotoxického ucinku
byl pouzit MTT test a testovani bylo provedeno po jednodenni kultivaci bun€k v ptfitomnosti
olejii o vyse uvedenych koncentracich. Po této kultivaci byly oleje z jamek s burikami odsaty,
bylo pfidano ¢isté médium a MTT o koncentraci 0.5 mg/ml. Buniky s MTT byly opét po
dobu 4 hodin kultivovany. Po uplynuti této doby byl pfidan dimethylsulfoxid a po 15 minu-
tach bylo provedeno jiz vlastni stanoveni cytotoxicity. Mnozstvi zivych bun¢k bylo stano-
veno spektrofotometricky pfistrojem Infinite M200 Pro NanoQuant, pii vlnové délce
570 nm. VSechny testy byly provedeny c¢tytikrat. Pro odstranéni odlehlych hodnot byl pouzit
Dixonilv Q test; pro vyhodnoceni byly pouzity pouze stfedni primérné hodnoty. Podle po-
zadavkl mezindrodni normy ISO 10993-5 byla pouzita nasledujici stupnice cytotoxického

ucinku testovanych vzork:

e Necytotoxicky t€inek: mnozstvi viabilnich bun€k vyssi nez 80 %;
e Slabé¢ cytotoxicky ui€inek: mnoZstvi viabilnich bun¢k 60 — 80 %;
e Stfedné cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k 40 — 60 %);

e Siln¢ cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k mensi nez 40 %.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Charakterizace rostlinnych oleju
9.1.1 Tukova disla

9.1.1.1 Cislo kyselosti

Cislo kyselosti udava po¢et mg KOH potiebnych k neutralizaci volnych mastnych kyselin
v 1 g vzorku tuku. Jeho hodnota se méni pfi starnuti tukl a oleja, kdy dochazi ke $tépicim
procesum V triacylglycerolech, uvoliiovani mastnych kyselin a ke zvyseni ¢isla kyselosti.
Vysledky shrnujici hodnoty ¢isla kyselosti sledovanych oleji jsou uvedeny v Tabulce 7.
hodnota byla stanovena u oleje $ipkového, a to 1.0 mg KOH/g. Cislo kyselosti 62.9 mg
KOH/g stanovené pro Tamanu olej, pfedstavuje ve srovnani s tradi¢nimi oleji velmi vysokou
hodnotu. V publikaci [37] a [40], je ¢islo kyselosti tamanu oleje udavano v rozmezi 23 — 40
mg KOH/g. Tyto hodnoty neodpovidaji primérmé hodnoté ziskané pii nasi analyze, coz
mohlo byt zpisobeno napt. tim, Ze k tomuto stanoveni byl pouzit nerafinovany tamanu olej,
ktery diky tomu, Ze neprosel procesem rafinace, mize obsahovat vysoké mnozstvi volnych

mastnych kyselin.

Pii porovnani ¢isel Kyselosti dalsich studovanych oleju s literaturou se nékteré hodnoty od
sebe mirné lisily, ale rozdily nebyly tak vyrazné jako u zminéného tamanu oleje. U Sipko-
vého oleje se hodnota ¢isla kyselosti pohybuje max. do 4.0 mg KOH/g [33, 39], namé&fena
hodnota ¢inila 1.0 mg KOH/g. V nimbovém oleji bylo stanoveno ¢islo kyselosti na 26.7 mg
KOH/g, podle publikace [13] a [30] se udava v rozmezi 15 — 40 mg KOH/g. U rakytnikového
oleje bylo ¢islo kyselosti stanoveno na 3.1 mg KOH/g, coz je hodnota mensi nez uvedena
v literatute (4 — 9.5 mg KOH/g) [46, 49]. Cislo kyselosti 5.0 mg KOH/g, které bylo zjisténo
u oleje z ¢erného kminu, bylo vyssi, nez ¢islo kyselosti uvedené v publikaci [28] a to max.
0.4 mg KOH/g. Tyto rozdilné hodnoty ¢isel kyselosti mohou byt zptisobeny napt. z divodu

pouziti riznych extrakénich postupti pfi izolaci oleje, nebo odlisnym slozenim oleje.
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Tabulka 7: Priimérné hodnoty cisel kyselosti a smérodatna odchylka (SD) stanoveni

] Cislo kyselosti
Olej
[mg KOH/g] = SD
Tamanu 62.9+ 3.0
Nimbovy 26.7+0.4
Z cerného kminu 5.0£04
Sipkovy 1.0+ 0.0
Rakytnikovy 3.1+0.5

9.1.1.2 Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni udava mnozstvi KOH v mg potiebnych k neutralizaci volnych mastnych
kyselin a ke zmydelnéni esterti mastnych kyselin v 1 g vzorku tuku. Je mirou obsahu volnych
a estericky vazanych mastnych kyselin v analyzovaném vzorku tuku. Vysledky shrnujici
hodnoty c¢isla zmydelnéni sledovanych oleji jsou uvedeny v Tabulce 8. Z vysledkd bylo
zjisténo, ze nejvetsi Cislo zmydelnéni vykazoval rakytnikovy olej 212.5 mg KOH/g. Naproti
tomu nejmensi hodnota ¢isla zmydelnéni byla zjiSténa u Sipkového oleje, a to 194.0 mg
KOH/g. Namétené hodnoty ¢isel zmydelnéni testovanych oleji se shoduji s hodnotami uva-
dénych v literatute, az na §ipkovy olej, jehoz hodnota se mirné lisila. Cislo zmydelnéni $ip-
kového oleje byla stanovena na 194 mg KOH/g, v publikaci [33] a [39] se uvadi hodnota
nizsi, a to 175 — 188 mg KOH/g. U nimbového oleje byla hodnota ¢isla zmydelnéni stano-
vena na 203.2 mg KOH/g, coz spada do rozmezi hodnot uvedenych v literatuie (180 az
205 mg KOH/g) [13]. U rakytnikového oleje bylo ¢islo zmydelnéni 212.5 KOH/g, podle
publikace [46] a [49] se mé4 pohybovat v rozmezi 181 — 230 mg KOH/g. Cislo zmydelnéni
stanovené pro tamanu olej ¢inilo 200.8 mg KOH/g, coz odpovida hodnotam uvedenym Vv li-
teratufe 194 — 210 mg KOH/g [37, 40]. Hodnota ¢isla zmydelnéni oleje z ¢erného kminu
197.2 mg KOH/g, vyhovovala rozmezim hodnot uvedenym v literature (172 — 204 mg
KOH/qg) [27, 28].
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Tabulka 8: Priimérné hodnoty cisel zmydelnéni a smérodatna odchylka (SD) stanoveni

. Cislo zmydelnéni
Olej

[mg KOH/g] = SD
Tamanu 200.8+1.9
Nimbovy 203.2+1.3
Z ¢cerného kminu 197.2+0.5
Sipkovy 194.0+0.2
Rakytnikovy 2125+04

9.1.1.3 Jodové cislo

Jodové cislo udava mnozstvi halogenu (ptfepoctené¢ho na jod) v gramech navazaného na
100 g vzorku za danych podminek. Je mirou obsahu nenasycenych mastnych kyselin v ana-
lyzovaném vzorku. Vysledky shrnujici hodnoty jodovych cisel sledovanych olejt jsou uve-
deny v Tabulce 9. Nejvétsi hodnota jodového ¢isla ze vSech vzorkt oleju byla zjisténa u
Sipkového oleje 147.8 g 12/100g, coz je hodnota niz$i nez uvedena v publikaci [33] a [39], a
to 165 — 180 g 12/100g. Naopak nejnizsi hodnota jodového ¢isla byla stanovena u rakytniko-
vého oleje 61.5 g 1o/100g, podle publikace [49] se ma pohybovat v rozmezi 63 — 125
g 12/100g. Jodové ¢islo tamanu oleje bylo stanoveno na 83.3 g 12/100g, v publikaci [37] a
[40] se uvadi hodnota vyssi, a to v rozmezi 90 — 100 g 12/100g. U nimbového oleje bylo
jodové ¢islo stanoveno na 70.1 g 12/100g, coz spada do rozmezi hodnot uvedenych v litera-
tufe (65 — 80 g 12/100g) [13]. Jodové cislo 116.0 g 12/100g, které bylo stanovené u oleje
z ¢erného kminu, odpovidalo rovnéz hodnotam uvedenym v literature (101 — 119 g 1,/100g)
[29]. Z namétenych hodnot jodovych &isel vyplyva, ze nejvétsi podil nenasycenych mast-
nych kyselin obsahuje Sipkovy olej, u kterého Ize predpokladat, ze jeho nachylnost k oxidaci

bude oproti ostatnim testovanym olejim vyssi.
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Tabulka 9: Priimérné hodnoty jodového cisla a smérodatna odchylka (SD) stanoveni

) Jodové ¢islo
Olej
[g 12/100g] + SD

Tamanu 83.3+0.5
Nimbovy 70.1+24

Z ¢cerného kminu 116.0+£0.9
Sipkovy 147.8+0.7
Rakytnikovy 61.5+0.1

9.1.2 Stanoveni oxida¢ni stability

9.1.2.1 Peroxidové ¢islo

Peroxidové ¢islo udava obsah primarnich oxidacnich produktt (hydroperoxidii) ve vzorku
tuku. Jejich pfitomnost snizuje nutri¢ni a senzorické vlastnosti oleji. Pomoci peroxidového
Cisla lze pozorovat pribéh oxidac¢nich zmén tuku a oleji. Vysledky naméfenych peroxido-
vych ¢isel studovanych olejii jsou uvedeny v Tabulce 10. Nejvyssi peroxidové ¢islo vyka-
zoval ze vsech testovanych oleji tamanu olej, jehoz hodnota ¢inila 1.23 pval/g, zatimco nej-
niz8i hodnota byla zjisténa u Sipkového oleje, a to 1.02 pval/g. Peroxidova ¢isla analyzova-
nych oleju se od sebe lisila minimalné. Vzhledem k velmi nizkym hodnotam peroxidového
Cisla lze konstatovat, ze testované oleje vykazuji minimalni stupeni oxidace, ktery se v za-
vislosti na podminkach skladovani méni. Vyss§i hodnota peroxidového ¢isla by poukazovala
na probihajici proces oxidace oleje, coz by mohlo vést az k degradaci prospésnych slozek

obsazenych v oleji.
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Tabulka 10: Priimerné hodnoty peroxidového cisla a smérodatna odchylka (SD) stanoveni

) Peroxidové cislo
Olej
[uval/g] £ SD
Tamanu 1.23+£0.00
Nimbovy 1.05+0.00
Z cerného kminu 1.05+0.01
Sipkovy 1.02 +0.03
Rakytnikovy 1.04 £ 0.00

9.1.2.2 Obsah konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin

Konjugované dienové a trienové mastné kyseliny vznikaji pii oxidaci tuku, kdy nekonjugo-
vané dvojné vazby mastnych kyselin pfechazeji na konjugovany systém dvojnych vazeb.
Vysledky naméfenych hodnot jsou uvedeny v Tabulce 11. Stanoveni obsahu dient a trient
Vv testovanych olejich bylo provedeno dvakrat v ¢asovém rozmezi tfech mésict. Nejvyssi
podil dienovych a trienovych mastnych kyselin byl zjistén u tamanu oleje, a to 0.37 % kon-
jugovanych dient a 5.13 % konjugovanych trienti. Naopak nejnizsi obsah byl v oleji z Cer-
ného kminu. Stanoveni nebylo provedeno pro rakytnikovy olej, jelikoZ je zndmo, Ze je ru-
Seno obsahem karotentl. A ty jsou v tomto oleji ve vy$$im mnozstvi ptitomny. Pfi porovnani
naméfenych hodnot je zfejmé, ze s odstupem tii mésici doslo u vSech oleji, ke zvySeni

obsahu konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin.
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Tabulka 11: Obsah konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin

Olej Konjugované dieny [%] Konjugované trieny [%]
Tamanu 0.37 5.13
Nimbovy 0.15 0.24
Z cerného kminu 0.04 0.13
Sipkovy 0.11 0.25

Stanoveni po tfech mésicich

Tamanu 0.39 5.88
Nimbovy 0.32 4.85
Z cerného kminu 0.07 0.15
Sipkovy 0.35 0.36

9.1.3 Analyza mastnych kyselin plynovou chromatografii

Pfed samotnou analyzou mastnych kyselin, byly jednotlivé rostlinné oleje prevedeny na me-
thylestery, které byly zfedény hexanem v poméru 1:5. Takto pfipravené vzorky byly na-
sledn¢ analyzovany pomoci plynové chromatografie. V kazdém z oleji byly stanoveny jen
nejvice zastoupené mastné kyseliny, jelikoZ podrobnéjsi analyza by vyZadovala rozsahlejsi,
samostatnou praci. Kvalitativni a kvantitativni zastoupeni mastnych kyselin studovanych
oleju je uvedeno v Tabulce 12. Ve vSech studovanych olejich byla analyzovana kyselina
palmitova, stearova, olejova a linolova s riznym procentudlnim zastoupenim. V nimbovém
oleji byl stanoven nejvétsi podil kyseliny linoloveé (56 %) a kyseliny olejové (24 %). Rovnéz
v oleji z cerného kminu byl zjistén vysoky obsah kyseliny linolové (52 %) a kyseliny olejové
(24 %). V sipkovém oleji byla nevice zastoupena kyselina linolova (45 %) a kyselina lino-
lenova (34 %). Rakytnikovy olej obsahoval nejvétsi mnozstvi kyseliny palmitové (36 %) a
palmitoolejové (31 %). Z vysledku 1ze usoudit, Ze nimbovy olej, Sipkovy olej a olej z Cerného
kminu jsou bohaté na kyselinu linolovou, patfici k esencidlnim mastnym kyselindm, které
lidsky organismus dokaze vytvaret jen v omezeném mnozstvi, a proto lze tyto oleje vyuzivat

jako vhodny doplné€k stravy. Porovnanim naméfenych hodnot s publikaci [19] a [80], ve
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které bylo uvedeno slozeni nimbového oleje, byly zaznamenany rozdily v zastoupeni mast-
nych kyselin. U oleje Sipkového, rakytnikového a z ¢erného kminu odpovidaly stanovené
hodnoty udajim uvedenym v literatute [19, 21, 33, 34, 48]. Pozorované rozdily v kvantita-
tivnim zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin mezi naimi vysledky a literaturou mohly
byt zplsobeny tim, Ze sloZeni netradi¢nich oleji je zna¢né variabilni a zavisi na jejich pa-
vodu i zptsobu ziskavani. Navic tyto oleje obsahuji i minoritni latky, které mohou ovlivnit
pripravu methylestert a nasledné 1 GC analyzu. To bylo patrné napt. z analyzy methylestert
oleje ¢erného kminu, kdy byly na chromatogramu detekovany neznamé slozky s reten¢nimi
Casy del$imi, neZ byl nejdelsi retencni cas pouzitého standardu (kyselina nevronova C24:1).
Na Obrazku 10 a 11 je zobrazen chromatograficky zaznam analyzy methylesterti (rakytni-

kovy a Sipkovy olej).

Tabulka 12: GC analyza - Slozeni mastnych kyselin netradicnich olejii

Mastd Zastoupeni mastnych kyselin [%]
kyselina Nimbovy z Erenrir;léélo Sipkovy Rakytnikovy
Palmitova 12 11 4 36
Palmitoolejova - - - 31
Stearova 8 8 2 1
Olejova 24 24 15 21
Linolova 56 52 45 8
Linolenova - — 34 3
Arachova - - 1 -
Vakcenova - - - 7
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Obrdazek 10: Chromatograficky zaznam analyzy methylesterii — rakytnikovy olej (1-
kyselina palmitova, 2-kyselina palmitoolejova, 3-kyselina stearova, 4-kyselina ole-

jova, 5-kyselina linolova, 6-kyselina linolenovd, 7-kyselina vakcenova)
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Obrdazek 11: Chromatograficky zaznam analyzy methylesterii — Sipkovy olej (1- kyse-
lina palmitova, 2-kyselina stearova, 3-kyselina olejova, 4-kyselina linolovd, 5-kyse-

lina linolenova)
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9.2 Stanoveni antimikrobnich u¢inki netradi¢nich rostlinnych oleji

9.2.1 Dilu¢ni bujonova metoda

Pro stanoveni antimikrobnich u¢inki pomoci dilu¢ni bujénové metody byl k testovanym
olejam ptidan 10% roztok TWEENU (pro zajisténi dispergace oleje v bujoénu), MPB a po
zaoCkovani suspenzi mikroorganismi byly tyto vzorky inkubovany (1 hod.). Poté byly
vzorky naneseny a rozetifeny hokejkou na sterilni Petriho misky s MPA a opét kultivovany
pfes noc. Obdobné byl pfipraven slepy vzorek, bez piidavku testovaného oleje. Antimi-
krobni aktivita netradi¢nich rostlinnych oleji byla sledovana na ¢tyfech gram-pozitivnich a
Ctyfech gram-negativnich bakteriich. Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 13
a 14. V tomto testu byly zjistény zna¢né rozdily v antimikrobnich U¢incich studovanych
rostlinnych oleji. K vyraznéjsi inhibici rustu dochazelo u testovanych gram-pozitivnich bak-
terialnich kmeni, v porovnani s gram-negativnimi bakteriemi, které¢ byly vici inhibicnimu
pusobeni studovanych oleji odolnéjsi. Ze vSech testovanych oleji vykazoval nejvétsi inhi-
bi¢ni u¢inek tamanu olej, zejména na Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus a Entero-
coccus faecalis. Proto bylo u tohoto oleje provedeno rovnéz stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Naméfené vysledky MIC jsou uvedeny v ¢asti 9.2.3 v Tabulce 19. Dalsi
prokazatelny inhibi¢ni u¢inek byl zaznamenan u oleje z cerného kminu, kdy byl ze vSech
testovanych bakterialnich kmend nejvice inhibovan rust Staphylococcus aureus. Rovnéz u
nimbového a Sipkového oleje byly prokdzany schopnosti inhibovat riist mikroorganismd,
avSak mira této inhibice byla podstatné niz§i nez u predeslych olejd. Naproti tomu u rakyt-
nikového oleje nebyla prokazana Zadna antimikrobni aktivita proti testovanym mikroorga-
nismim. Déle je z vysledki ziejmé, ze nejvetsi citlivost viici inhibi€nimu piisobeni vSech
testovanych oleji vykazoval Staphylococcus aureus, zatimco nejvétsi odolnost byla pozoro-

vana u Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens.


http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

61

Tabulka 13: Riist gram-pozitivnich mikroorganismii v pritomnosti testovanych olejii.

. Micrococcus | Staphylococcus . Enterococcus
Rostlinny olej Bacillus cereus .
luteus aureus faecalis

Tamanu - - +++ -
Nimbovy ++ ++ ++ +++

Z cerného kminu ++ + ++ ++

Sipkovy ++ ++ +++ ++
Rakytnikovy +++ +++ +++ +++

+++  Vyrazny narlst mikroorganismii na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje
++ Primérny nartst mikroorganismi na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje
+ Maly nariist mikroorganismii na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje

- Narust bakterii nebyl pozorovan

Tabulka 14: Riist gram-negativnich mikroorganismii v pritomnosti testovanych olejii

. Escherichia Pseudomonas | Salmonella en- Serratia
Rostlinny olej . . )
coli aeruginosa terica marcescens

Tamanu ++ +++ ++ +++

Nimbovy +++ +++ +++ +++

Z ¢erného kminu +++ +++ ++ +++

Sipkovy +++ +++ ++ +++

Rakytnikovy +++ +++ +++ +++

+++  Vyrazny narlst mikroorganismii na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje
++ Primérny nartst mikroorganismi na MPA po inkubaci v ptitomnosti oleje
+ Maly nartst mikroorganismti na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje

- Nartst bakterii nebyl pozorovan

9.2.2 Difuzni diskova metoda

V souladu s ostatnimi zkouskami antimikrobnich u¢inka studovanych oleji bylo jejich tes-

tovani pomoci difuzni diskové metody provedeno rovnéz na Ctyfech gram-pozitivnich a Cty-

fech gram-negativnich mikroorganismech. Nejprve na Petriho misky s MHA byla nanesena

suspenze mikroorganismu. Na takto pfipravené misky byly kladeny sterilni papirové disky,
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které byly nasdknuty vzorky nefedénych olejti, nebo jejich smési s hexanem v poméru 1:1,
a nasledné kultivovany. Na Sesty disk byla pipetovana sterilni destilovana voda, ktera slou-
zila jako negativni kontrola. Primérné velikosti inhibi¢nich zén a jejich smérodatné od-
chylky jsou uvedeny v Tabulkach 15, 16, 17 a 18. Na Obrazku 12 a 13 je graficky znazornéna
inhibi¢ni G¢innost nefedénych olejt, nebo jejich smési s hexanem, vici testovanym mikro-
organismim. Vétsi citlivost vi¢i a€inkiim rostlinnych olejt byla zjiSténa u gram-pozitivnich
bakterii v porovnani s bakteriemi s gram-negativnim typem bunééné stény. Odli$nost v Cit-
livosti gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii vii¢i testovanym olejim je pfisuzovana
rozdilné stavbé jejich bunécné stény, kdy gram-negativni bakterie obsahuji vnéjsi membranu
branici penetraci hydrofobnich latek dovnitt buiiky, a proto vykazuji vétsi odolnost vici
inhibi¢nimu plsobeni testovanych oleji. Dale z téchto vysledka vyplyva, ze vzorky rostlin-

-----

nez vzorky koncentrovanych oleji. Tato skutecnost se jevi logicky vzhledem k tomu, ze
koncentrace pouzitého oleje na disku byla polovi¢ni. Nejvyrazngjsi inhibi¢ni ucinky byly
pozorovany u tamanu oleje, konkrétné na bakterie Micrococcus luteus, Staphylococcus au-
reus a Enterococcus faecalis, u nichz se primérné velikosti inhibi¢nich zon pohybovaly v
rozmezi 10.5 — 16.5 mm. Naproti tomu u rakytnikového oleje nebyla pozorovana zadna inhi-
bicni aktivita vici celé skale testovanych bakterii. Jako dobry inhibitor ristu se projevil olej
z ¢erného kminu, ktery ptsobil inhibi¢n€ proti v§em pouzitym mikroorganismim, nejvice
vsak proti Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus.

Lze konstatovat, Ze vysledky z difuzni diskové metody jsou v dobré korelaci s vysledky
dilu¢niho testu, u kterého bylo rovnéz zjisténo, Ze nejveétsi inhibi¢ni aktivitu vaci pouzitym

bakterialnim kmentim vykazoval tamanu olej a olej z ¢erného kminu.
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Tabulka 15: Velikost inkibicnich zon u gram-pozitivnich mikroorganismii v pritomnosti
rostlinného oleje
@ Inhibi¢nich zon [mm] + SD u testovanych gram-pozitivnich
) mikroorganismil
Olej
Micrococcus | Staphylococcus . Enterococcus
Bacillus cereus )
luteus aureus faecalis
Tamanu 16.5+2.4 13.0+0.0 0 10.5+0.7
Nimbovy 1.3+0.5 4.0+0.0 0 0
Z ¢erného kminu 6.3+0.5 7.5+0.7 3.0+£0.0 3.5+0.7
Sipkovy 1.5+0.6 2.0 +0.0 1.0£0.0 2.0 £0.0
Rakytnikovy 0 0 0 0

Tabulka 16: Velikost inhibicnich zon u gram-pozitivnich mikroorganismii v pritomnosti

rostlinného oleje ve smési s hexanem

O Inhibi¢nich z6n [mm] + SD u testovanych gram-pozitivnich

Olej a hexan mikroorganismil
(1:1) :
Micrococcus | Staphylococcus Bacillus cereus Enterococcus
luteus aureus faecalis
Tamanu 125+24 9.0+14 0 5.5+0.7
Nimbovy 0 1.5+0.7 0 0
Z. ¢erného kminu 35+£13 4.0+0.0 3.0+ 0.0 1.5+0.7
Sipkovy 0 1.0+ 0.0 1.0+ 0.0 1.0+£0.0
Rakytnikovy 0 0 0 0
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Tabulka 17: Velikost inhibicnich zon u gram-negativnich mikroorganismii v pritomnosti

rostlinného oleje

@ Inhibi¢nich zon [mm] + SD u testovanych gram-negativnich
) mikroorganismil
Olej
Escherichia Pseudomonas | Salmonella en- Serratia
coli aeruginosa terica marcescens
Tamanu 1.0+£0.0 0 1.0+£0.0 0
Nimbovy 0 0 0.5+0.7 0
Z ¢erného kminu 2.0+0.0 1.5+0.7 2.0+0.0 1.5+0.7
Sipkovy 1.0£0.0 1.0£0.0 1.5+0.7 0
Rakytnikovy 0 0 0 0

Tabulka 18: Velikost inhibicnich zon u gram-negativnich mikroorganismii v pritomnosti

rostlinného oleje ve smési s hexanem

O Inhibi¢nich z6n [mm] + SD u testovanych gram-negativnich
) mikroorganismu
Olej a hexan (1:1)
Escherichia Pseudomonas | Salmonella en- Serratia
coli aeruginosa terica marcescens
Tamanu 0 0 0 0
Nimbovy 0 0 0 0
Z. ¢erného kminu 1.0+14 0 1.5+0.7 1.0+ 0.0
Sipkovy 1.0£0.0 0 1.0£0.0 1.0 £ 0.0
Rakytnikovy 0 0 0 0
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Obrazek 12: Inhibicni piisobeni rostlinnych olejii na testované mikroorganismy.

Diskova metoda — pouziti neredenych olejii
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Obrazek 13: Inhibicni piisobeni rostlinnych olejii na testované mikroorganismy

Diskova metoda — poucziti rostlinnych olejii ve smési s hexanem (1:1)
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9.2.3 Stanoveni MIC tamanu oleje

V predchazejici kapitole bylo uvedeno, ze u tamanu oleje byly zjistény pomoci difizniho
diskového testu a bujonového dilu¢niho testu vyrazné inhibi¢ni G¢inky na nékteré bakterialni
kmeny (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis). Z tohoto di-
vodu bylo provedeno stanoveni MIC, a to bujonovou dilu¢ni metodou. Namétené MIC ta-
manu oleje jsou uvedeny v Tabulce 19. Vliv tohoto oleje na rist bakterii byl pozorovan v
intervalu koncentraci 2.0 pl/ml — 250.0 pl/ml. MIC tamanu oleje, tedy nejnizsi ucinna kon-
centrace, pii které dochazelo k potlaceni ristu mikroorganismi, byla stanovena u Micro-
coccus luteus na 15.6 ul/ml, u Staphylococcus aureus ¢inila 62.5 ul/ml a u Enterococcus
faecalis byla 250 ul/ml. Z vysledki je ziejmé, ze piedev§sim Micrococcus luteus byl vuci

pusobeni tohoto oleje velmi citlivy.

Na UTTTK jsou intenzivné studovanymi antimikrobnimi systémy monoacylglyceroly
(MAG). Proto bylo provedeno porovnani jejich antimikrobni Gi¢innosti s efektivitou studo-
vanych oleju. V praci [81] byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace MAG vici En-
terococcus faecalis, a to pro MAG kyseliny laurové na 200 pg/ml a MAG kyseliny kaprinové
na 250 pg/ml. Pro Staphylococcus aureus se pak hodnota MIC koncentrace pohybovala v
rozmezi 100 — 300 pg/ml. Z tohoto srovnani je ziejmé, ze antimikrobni aktivitu tamanu oleje

1ze oznacit za ptiznivou.

Tabulka 19: Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace (MIC) tamanu oleje

Mikroorganis- Koncentrace oleje [pl/ml]

mus 2500 | 125.0 | 625 | 31.3 | 156 | 7.8 | 39 | 20

Micrococcus _ _ _ _ % + + +
luteus

Staphylococcus _ B - + + + + +
aureus

Enterococcus i + + + + + + +
faecalis

+ Maly nartist mikroorganismi na MPA po inkubaci v pfitomnosti oleje

- Narust bakterii nebyl pozorovan
* MIC [pl/ml]
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Srovname-li vysledky nasi prace s publikovanymi daty je ziejmé, Ze antibakterialni uc¢inky
stejnych oleja se 1isi. Napt. Warra (2012) ve své praci [15] pouzil nefedény nimbovy olej,
ktery nejvice inhiboval rust bakterii Salmonella paratyphi B a Staphylococcus aureus. Byly
zde zjistény inhibi¢ni zony 0 velikosti 20 mm. To je vyrazné vyssi aktivita ve srovnani s tim,
co bylo stanoveno v této diplomové praci. Zde se tedy mize projevit nevyhoda antimikrob-
nich latek pfirodniho pivodu, které diky své variabilité slozeni mohou vykazovat i variabilni

antimikrobni u¢innost, coz mize omezovat jejich praktické pouziti.

9.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxidac¢ni aktivita rostlinnych olejii byla stanovena metodou DPPH pomoci spektrofoto-
metrického méfeni. Touto metodou byla zjistovana schopnost oleji deaktivovat radikaly
DPPH. V ramci diplomové prace byly testovany dva publikované postupy. V prvnim piipadé
[71], kdy byl k testu pouzit zasobni roztok DPPH v THF, byla absorbance méfena pii 515 nm
po predepsané dob¢ stani ve tmé (1 hod). Antioxida¢ni aktivita je graficky zndzornéna
na Obrazku 14. Druha pouzitd metoda [66], vyuziva podobného principu, ale DPPH 1 oleje
byly rozpusStény v toluenu a méteni absorbance bylo provedeno v casovych intervalech 1,
15, 30, 45 a 60 minut po smichani oleje s DPPH. Antioxida¢ni aktivita vzorkd oleji byla
op¢t stanovena podle Rovnice 8 a je graficky zndzornéna v Obrazku 15. Pouziti téchto metod
umoznilo charakterizovat a porovnat antioxida¢ni potencial vSech vzorki za riznych pod-
minek. Vypocet podle Rovnice 8 poskytuje jako vysledek procentualni tbytek absorbance,
neboli % inhibice radikala DPPH v ptfitomnosti testovanych oleji. To je interpretovano jako
vymizeni DPPH radikalt v disledku antioxida¢niho ptisobeni olejii. Z Obrazku 14 je ziejmé,
ze nejvetsi antioxidacéni aktivitu z testovanych oleji vykazoval Sipkovy olej, poté tamanu
olej, olej z ¢erného kminu a nakonec nimbovy olej. Z Obrazku 15, ktery znazoriuje kinetiku
probihajici reakce lze konstatovat, ze s prodluzujici se dobou reakce, dochazelo k efektiv-
n&jsi inhibici radikalt DPPH. Dochazelo k odbarvovani vzorkt a tedy k ibytku absorbance.
Vysledky druhého testovaného postupu, kdy byly oleje rozpustény v toluenu ukazuji, Ze nej-
vétsi inhibicni potencial byl stanoven u oleje z ¢erného kminu, dale u Sipkového, tamanu a
nimbového oleje. Pii porovnani vysledkd, je zfejmé, Ze antioxidacni aktivita studovanych
oleji se mirné liSila v zavislosti na pouzitém postupu stanoveni. Tento fakt, mohl byt zpt-
sobeny napft. pouzitim odlisnych rozpoustédel, ¢i podminek pfi tomto stanoveni. Nejhorsi
antioxidacni potencial vykazoval nimbovy olej, zatimco aktivita Sipkového oleje, tamanu

oleje a oleje z cerného kminu byla obdobna.
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Stanoveni antioxidacni aktivity nebylo provedeno u rakytnikového oleje, protoze jeho vy-

razné oranzov¢ zbarveni znemoznilo spravné stanoveni absorbance pii vinové délce 515 nm.
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Obrazek 14: Antioxidacni aktivita testovanych olejii — pouziti DPPH v THF
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Obrazek 15: Antioxidacni aktivita testovanych olejii merend vV ¢asovém in-

tervalu — pouziti DPPH v toluenu

9.4 Stanoveni cytotoxicity metodou MTT

Pro posouzeni cytotoxického ti¢inku studovanych olejii byla pouzita MTT assay. Tato me-
toda je zalozena na redukci zlutého MTT v zivych a metabolizujicich buikach na fialovy,
nerozpustny formazan a po jeho rozpusténi v detergentu se méfi intenzita zabarveni spektro-
fotometricky pti 570 nm. Testovani bylo provedeno po kultivaci bunek v pfitomnosti vzorkt
olejii o riznych koncentracich. Cytotoxicky tcinek byl vyjadien pomoci viability bunék. Ta
udava miru zivotaschopnosti bunék odolnych viici testovanym olejlim, vztazené na mnozstvi
bunék v Cistém kultivacnim médiu. Namétené vysledky jsou uvedeny v Tabulce 20. Testo-
vani cytotoxicity bylo provedeno i na referen¢nim vzorku, kdy byla pfipravena suspenze
TWEENU 80 bez ptitomnosti olejii a hodnoty viability bun¢k po expozici referencnimu

vzorku TWEEN 80 jsou shrnuty v Tabulce 21.

Pro posouzeni cytotoxického t¢inku testovanych oleji byla pouzita stupnice podle EN ISO
10993-5, ktera je uvedena v kapitole 8.7.4.:
e Necytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k vyssi nez 80 %;

e Slabé¢ cytotoxicky u€inek: mnoZstvi viabilnich bunék 60 — 80 %;
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e Stiedné cytotoxicky uc¢inek: mnozstvi viabilnich bun¢k 40 — 60 %;
e Siln¢ cytotoxicky ucinek: mnozstvi viabilnich bun¢k mensi nez 40 %.
Tabulka 20: Viabilita bunék v pritomnosti netradicnich olejii
Viabilita bunék [%]
Koncentrace
oleje [ul/ml] Tamanu Nimbovy Zlffnr?nél?o Sipkovy Rakytnikovy
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 + (.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 bunéek referencniho vzorku
Referen¢ni vzorek
Redéni [pl/ml] Viabilita bunék [%]
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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Obrdazek 16: Srovnani cytotoxického ucinku netradicnich olejii

Z vysledkt bylo zjisténo, Ze cytotoxicky ucinek studovanych oleji byl zavisly na jejich kon-
centraci. U vSech testovanych oleji (kromé Sipkového) byly pii nejvyssi koncentraci oleje
(100 pl/ml) pozorovany silné cytotoxické ucinky na pouzitou bunécnou linii, kdy se viabilita
bunék sniZila pod 40 %. Pfi nejvyssi koncentraci Sipkového oleje, je podle ISO normy tato
zorovany stiedné cytotoxické uéinky (napt. nimbovy olej) s viabilitou bun¢k lezici v inter-
valu 40 az 60 %, az necytotoxické ucinky (napft. rakytnikovy olej) s mnozstvim viabilnich
bun¢k vyssim nez 80 %. Z grafického srovnani cytotoxického puisobeni netradi¢nich oleja,
které je zobrazeno na Obrazku 16 je zfejmé, ze nejvetsi cytotoxické G¢inky na pouzitou bu-
néénou linii vykazoval tamanu olej, nimbovy olej a olej z ¢erného kminu. Naproti tomu jako

nejméne cytotoxicky se jevil olej Sipkovy a rakytnikovy.

Z vysledku, které jsou shrnuty v Tabulce 21, je zfejmé, Ze i referencni vzorek (TWEEN 80)
pusobil na pouzitou bunécnou linii cytotoxicky. Pii nejvyssi koncentraci (100 pl/ml) vyka-
zoval stfedné cytotoxicky ucinek, zatimco necytotoxicky ucinek byl zaznamenan az v kon-
centraci 0.1 ul/ml. Z této skutecnosti je mozné usuzovat, ze pozorovana cytotoxicita oleju

mize byt do zna¢né miry zpusobena i pfitomnym surfaktantem, ktery je pouzit pro jejich
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dispergaci. Pro stanoveni cytotoxického ptisobeni oleju, jako takovych, bude tedy nutné me-

todu vhodné modifikovat.
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ZAVER

Diplomova prace byla ve své prvni ¢asti zaméfena na obecnou charakteristiku studovanych
olejli (tamanu, nimbovy, rakytnikovy, Sipkovy a olej z cerného kminu), konkrétné na stano-
veni ¢isla kyselosti, zmydelnéni, dale peroxidového a jodového cisla. Soucasti charakteri-
zace bylo také stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin a analyza
mastnych kyselin pomoci GC. V druh¢ ¢asti byly studovany antimikrobni ucinky testova-
nych oleji pomoci dvou metod, a to difazni diskové metody a bujonové diluéni metody.
Dalsi informace o bioaktivité netradi¢nich olejti byly ziskany prostiednictvim stanoveni an-

tioxidaéni aktivity (metoda DPPH) a pomoci testovani jejich cytotoxického ucinku (MTT).

Z vysledku ziskanych pii charakterizaci netradi¢nich olejui je mozné ucinit zavér, Ze tamanu
olej vykazoval vyrazné odlisné vlastnosti ve srovnani s ostatnimi oleji. To bylo mozZno usu-
zovat z neobvykle vysoké hodnoty ¢isla kyselosti (62.9 mg KOH/g), z obsahu dienovych a
trienovych mastnych kyselin (0.37 % konjugovanych dient, 5.13 % konjugovanych trienil)

i z hodnoty peroxidového ¢isla (1.23 uval/g), které byly nejvyssi ze vSech testovanych oleja.

Informace o slozeni mastnych kyselin poskytla metoda plynové chromatografie. Nékteré
oleje (nimbovy) vykazovaly mirné odchylky ve slozeni mastnych kyselin od udaji naleze-
nych v literatufe, coZ mohlo byt zpisobeno variabilitou sloZeni téchto netradi€nich olejt,
ktera je bézné dokumentovana v literatufe. Vysledky prokazaly, ze studovany rakytnikovy
olej byl ziskan z bobuli, o ¢emz svéd¢ila pfitomnost kyseliny palmitoolejové, ktera je pro

tento olej typicka.

Po vyhodnoceni vysledkt antimikrobni aktivity, stanovené pomoci diftzni diskové metody
a bujonové dilu¢ni metody bylo zjisténo, ze gram-negativni bakterie byly K inhibiénim G¢in-
kim testovanych oleji odolnéjsi nez bakterie gram-pozitivni. Nejvétsi inhibi¢ni u¢inek na
vybrané bakterialni kmeny vykazoval tamanu olej, zejména na Micrococcus luteus, Staphy-
lococcus aureus a Enterococcus faecalis. Druhym nejlep$im inhibitorem rtstu bakterii byl
olej z ¢erného kminu. Naopak rakytnikovy olej nevykazoval zadné inhibi¢ni ucinky na celé
spektrum pouzitych bakterii. Nejvétsi citlivost viici inhibi¢nimu ptisobeni vSech testovanych
oleju vykazoval Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus, zatimco nejvétsi odolnost byla
pozorovana u Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens. Pro nejvice G¢inny tamanu
olej byla stanovena i jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC, ktera ¢inila pro Micro-
coccus luteus 15.6 ul/ml, Staphylococcus aureus 62.5 pl/ml a pro Enterococcus faecalis
250 pl/ml.


http://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH prokazalo, ze nejvyssi antioxidacni
aktivitu ma olej z ¢erného kminu a Sipkovy olej, dale tamanu olej a nejmensi antioxidacni

potencial byl zjistén u oleje nimbového.

Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze studované oleje jsou kosmetickymi surovinami a pouZzivaji se
v kontaktu s lidskym télem, byly testovany rovnéz jejich cytotoxické ti¢inky za pouziti me-
tody MTT. Po vyhodnoceni vysledkl tohoto stanoveni 1ze ucinit zavér, Ze za podminek testu
vykazoval nejvétsi cytotoxické Gi¢inky na pouzitou bunéénou linii tamanu olej, ktery byl i
nejméné cytotoxické se jevily oleje Sipkovy a rakytnikovy. Stanoveni vSak bylo ovlivnéno

piitomnosti surfaktantu pouzitého pro dispergaci oleje.

Z vysledku této prace plyne, Ze netradi¢ni oleje jsou diky sloZeni, obsahu velkého mnozstvi
bioaktivnich latek, 1écebnym a antimikrobnim G¢inkiim, velmi cennymi surovinami pro ce-
lou fadu kosmetickych a farmaceutickych produkt a rovnéz jsou vhodné i jako doplnék

stravy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
GC Plynova chromatografie

MHA  Mueller-Hinton agar

MPA  Masopeptonovy agar

MPB  Masopeptonovy bujon
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