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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyvala antimikrobidlni aktivitou Sesti zvolenych esencidlnich oleji
a to esencialniho oleje konopného, oleje z kuiry skofice, z maty kadefavé, maty lucni, maty
pepmé a plodl hiebicku. Ke zkouméani antimikrobidlni aktivity byly vyuzity jak grampo-

zitivni, tak gramnegativni mikroorganizmy.

Samotné vlastnosti a charakteristika zvolenych esencidlnich oleji byla rozebrana
V teoretické Casti této diplomové prace. Experimentalni ¢ast byla zamétena na zjisténi an-
timikrobialni aktivity esencialnich oleji pomoci agarové difizni metody. Nasledné byly
Z téchto esencialnich oleju pfipraveny mikroemulze, které byly podrobeny testim antibak-

terialni aktivity zalozenym na mikrodilu¢ni metodé.

Kli¢ova slova: Esencialni olej, bakterie, mikroorganizmy, antibakterialni aktivita, mikro-

emulze.

ABSTRACT

The diploma thesis has dealt with the antimicrobial activity of six selected essential oils:

cannabis essential oil, cinnamon bark oil, spearmint oil, peppermint meadow oil, organic
peppermint oil and clove fruit oil. To investigate the antimicrobial activity were used both

gram positive and gram negative microorganisms.

The actual properties and characteristics of selected essential oils were summarized
in the theoretical part of the thesis. The experimental part was focused on evaluating anti-
microbial properties of essential oils using the agar diffusion method. Subsequently,
microemulsions containing these essential oils have been created and antibacterial activity

of microemulsions was determined using a broth dilution method.

Keywords: Essential oil, bacteria, microorganisms, antibacterial aktivity, microemulsions.
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UvVOD

Mikrobiologicka bezpecnost potravin a kosmetickych prostiedki je dlouhodobé piedmétem
zajmu vyzkumnikd, vyrobct, ale i konecnych spotiebitelti. A prave ze strany spotiebitelil roste
poptavka po ,,zdravéjSich® prirodnich produktech, které nejsou chemicky oSetfeny, neobsahuji
nahrazky pfirodnich surovin a neobsahuji chemické konzervacni latky. V dusledku toho
se vyrobci potravin ¢i kosmetiky snazi celkové omezit aplikaci chemickych konzervant
Vv potravinach, kosmetickych ptipravcich a farmaceutikdch a nahradit je latkami piirodniho
charakteru. Takovymi latkami by mohly byt nékteré esencialni oleje ¢i jejich jednotlivé kom-
ponenty. Esencialni oleje jsou ziskavany pievazné z rostlin, a to bud’ extrakei rostlinného ma-
terialu nebo destilaci. Mnohé oleje jsou znamy svymi antimikrobialnimi ucinky ¢i rozmanitou
biologickou aktivitou a jejich vyuziti by mohlo byt velkym piinosem Vv fadé odvétvi. Esencial-
ni oleje je mozné vyuzit nejen pro zvySeni antimikrobialni ochrany kosmetickych piipravki

¢i farmaceutik a zlepSeni jejich tdrznosti, ale lze je vyuzit i jako vonné esence.

Esencialni oleje jsou tékavé latky olejové konzistence, které obsahuji jak primarni, tak sekun-
darni metabolity rostlin. Primarni metabolity rostlin jsou slou¢eniny, které se podili na struk-
turnich a stavebnich funkcich rostlin jako jsou lipidy, proteiny nebo nukleové kyseliny. Sekun-
darni metabolity maji zcela jiny charakter. Rostlina diky t¢mto sekunddrnim metabolitim vabi
opylovace nebo produkuje latky, které mohou negativné ovlivnit metabolizmus potencialné
nebezpecného nepfitele. Mezi tyto sekundarni metabolity, které jsou ve vyznamném mnozstvi
zastoupeny Vv nékterych esencialnich olejich, se fadi naptiklad menthol ptitomny v matovych

olejich, nebo eugenol obsazeny v olejich z hiebicku.

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo studovat esencidlni oleje pouZzivané v oblasti
potravinafstvi ¢i kosmetického a farmaceutického primyslu z hlediska jejich antimikrobi-
alni aktivity. Antimikrobialni aktivita téchto olejii by mohla vést k rozsiteni jejich vyuziti
jako antimikrobialnich latek v potravinach, farmacii ¢i kosmetickém pramyslu. Antibakte-
ridlni aktivita byla v této praci sledovana diskovou difuzni metodou, nésledné byly z olejii
pfipraveny mikroemulze, jejichz ucinky na rist bakterii byly sledovany pomoci mikrodi-

lu¢ni metody.
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. TEORETICKA CAST
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1 ESENCIALNI OLEJE OBECNE

Esencialni oleje (EO) jsou slozité smési t€kavych latek ptirodniho ptuvodu. Pievazna ¢ast
esencialnich oleju je ziskavana z rostlinného materialu, avSak nékteré oleje mohou byt
produkty Zivocichl ¢i mikroorganizmu. Esencialni oleje byvaji také nazyvany jako éteric-
ké oleje, esence nebo silice. Izolovany mohou byt riznymi metodami, pfedevsim destilaci
nebo lisovanim. Za esencialni oleje zpravidla nejsou povazovany latky ziskané extrakci
organickymi rozpoustédly. Rostlinné silice byvaji izolovany z rostlin ve form¢ intenzivné
vonicich latek olejové konzistence, které se vyznacuji lipofilnim charakterem. Vychozim
materialem pro izolaci mohou byt jak celé rostliny, tak i jednotlivé rostlinné casti,

napt. kvéty, listy, kofeny ¢i kira [1, 2].

Esencialni oleje, respektive jejich jednotlivé slozky, jsou produkovany rostlinami pfi tak-
zvaném sekundarnim metabolizmu. V pribéhu vegetativniho obdobi dochdzi u rostlin
k fad¢ biochemickych pochodu, pii kterych vznikaji dvé skupiny latek. Jednou skupinou
jsou produkty primarniho metabolizmu, které rostlina nutn¢ potiebuje jako zdroj energie
a pro spravny rust a rozmnozovani. Jedna se o vysokomolekularni latky, jako jsou bilkovi-
ny, lipidy, nukleové kyseliny a uhlovodiky. Druhou skupinu tvofi tzv. produkty sekundar-
niho metabolizmu, které rostlina vytvaii jako vedlejsi produkt pii degradaci vysokomole-
kularnich produkti primarniho metabolizmu. Tyto latky nejsou nezbytné nutné pro rist
¢1 rozmnozovani dané rostliny. Na rozdil od Zivoc¢icht, rostliny nejsou schopny rychle uté-
ci pred svym nepfitelem nebo se premistit pii zméné okolnich podminek, proto se u nich
Vv pribéhu evoluce vyvinuly jiné moznosti obrany v podob¢ produkce produktti sekundar-
niho metabolizmu. Nékteré z téchto produkti maji za cil nepfitele odpudit, znechutit, po-
Skodit nebo néjakym jinym zpiisobem ovlivnit jeho metabolizmus. Soucasné hraji sekun-

darni metabolity vyznamnou roli pti vabeni opylovacu [3].

Esencialni oleje maji tfadu vyuZiti. Vyznamnou oblasti pouziti esencidlnich olejil
je aromaterapie, ktera vyuziva ucinka silic k prevenci onemocnéni, obnoveni a posileni
télesného, dusevniho a emocionalniho zdravi a pohody [4]. Esencidlni oleje zde plsobi
psychoterapeuticky. Je vyuzivano 1é¢ivych komponent esencialnich oleji, které se rozpusti
Vv rostlinné bazi a jsou aplikovany na pokozku ¢loveka pii maséazich, poptipade jsou esen-
cidlni oleje pouzivany pro ptipravu studenych ¢i teplych obkladii. Tyto oleje jsou casto

soucasti osvézovacu vzduchu nebo jsou ptidavany v malych davkach jako soucast tukové-
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ho zékladu do koupeli. Diky antiseptickym a antibakterialnim G¢inkiim nékterych esenci-

alnich olejl je pisobeno proti infekcim [4].

Esencidlni oleje nebo jejich komponenty se také vyuzivaji jako chutové a vonné latky
pii vyrobé potravin, parféma nebo kosmetickych piipravki. Dalsim odvétvim uplatnéni
téchto latek je farmaceuticky primysl. Diky antimikrobnim G¢inklim jsou esencidlni oleje

zakladem ustnich vod a antiseptik [5].

Esencialni oleje je potieba uchovavat v suchu, chladu a temnu, kdy EO jsou schopny vydr-
zet pti vhodnych skladovacich podminkéch i1 déle nez jeden rok. Esencialni oleje ziskané

z kvéth rostlin mohou pii spravném uchovani mit stejnou kvalitu az tfi roky i déle [6].

Existuje mnoho faktord, které ovliviiuji mnozstvi a kvalitu esencialnich oleji. Mezi tyto
faktory se fadi naptiklad genetickd variabilita, rostlinny ekotyp nebo odriida, vyZziva rost-
lin, pouziti hnojiv, geografické umisténi rostlin, okolni podnebi, sezénni vykyvy, stres b¢-

hem ristu a zralosti a také po suseni a skladovani dané sklizné [7].

Esencialni oleje jsou obvykle ulozeny v olejovych kanalcich, pryskyfi¢nych kanalcich,
Zlazkach nebo trichomech rostlin [8]. V primyslovém méfitku je parni destilace preferova-
nou metodou pro vyrobu esencialnich oleji. EO muze pfedstavovat 20 az 100 riznych

sekundarnich metabolitl rostlin, které patii do riznych chemickych skupin [9].
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2 CHEMICKE SLOZENI ESENCIALNICH OLEJU

Diky oznaceni ,esencialni olej dochazi velmi casto k zdméné esencidlnich oleji
s triacylglyceroly, tedy s tuky a oleji. Esencialni oleje a triacylglyceroly se vSak od sebe
1i$1 nejenom chemickym, ale i fyzikalnim charakterem. Jak jiz bylo zminéno, EO jsou smé-
si t¢kavych latek a lze je tedy od acylglyceroll rozlisit pomoci jednoduchého testu. Pokud
je na filtracni papir nanesen esencidlni olej, dojde postupné k jeho celkovému odpaieni.
Olej tvotfeny triacylglyceroly se po naneseni na filtratni papir neodpaii, dokonce
ani pii zahfati [10].

Esencialni oleje se sklddaji z mnoha komponent, ale vyznamné postaveni maji zejména
nizkomolekularni lipofilni slouc¢eniny vznikajici jako produkty sekunddrniho metabolizmu

rostliny, nazyvané terpeny. Esencidlni oleje obsahuji jak produkty primarniho, tak sekun-

[11].

Slozky esencialnich oleji jsou té€kavé latky, které lze obecné rozdélit do dvou skupin,
na latky terpenoidni a neterpenoidni. Jedna se o uhlovodiky a jejich kyslikaté derivaty,
které mohou byt ve formé alkoholli, kyselin, esteri, epoxidd, aldehydud, ketond, amind,

sulfidii atd. [10].

2.1 Terpeny

Terpeny jsou ptirodni produkty prevazné rostlinného plivodu, které mohou byt formalné
povazovany za produkty polymerizace uhlovodikovych izoprenll. Terpeny vSak maji vy-
znam 1 pro mnohé Zivo€ichy, naptiklad u hmyzu v podobé feromonti. Zékladem vSech ter-
pent je izoprenova jednotka, jez je tvofena presmykem hlava-pata (Obr. 2) jedné nebo vice
izoprenovych jednotek. Po chemické strance odpovida izoprenova jednotka 2-methylbuta-

1,3-dienu [12], ktera je vyobrazena na Obr. 1.

[ )\/
H,C = C—CH=—CH; =

Obr. 1. Chemicka struktura izoprenové jednotky [12].
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Hlava Hlava

Pata Pata

Obr. 2. Schematické znazornéni presmyku hlava-pata (vpravo) [1]

Terpeny piedstavuji velmi obsahlou skupinu latek, kterou Ize déle rozdélit na zéklad€ po-
tek maji hemiterpeny. Tyto latky obsahuji pouze jednu izoprenovou jednotku, pocet atomil
uhliku v molekule je tudiz pét (Cs) a Vv esencialnich olejich jsou pfitomny pouze
V minoritnim mnoZstvi. Dal§i skupinou jsou monoterpeny (Cio), které jsou tvotreny dvémi
izoprenovymi jednotkami. Seskviterpeny (Cis) se vyznacuji pfitomnosti tfi izoprenovych
jednotek a spole¢né s monoterpeny jsou V esencidlnich olejich nejvice zastoupeny.
Do skupiny terpenti dale nalezi diterpeny (Cy) se ¢tyfmi izoprenovymi jednotkami, sester-

terpeny (Cys) S péti a triterpeny (Csp) se Sesti izoprenovymi jednotkami [13].

Na jednotlivé izoprenové jednotky mohou byt navazany ruzné funkéni skupiny, po che-
mické strance tedy mohou terpeny byt alkoholy, estery, karboxylové kyseliny popiipade
aldehydy [1].

Slozkami esencidlnich olejl jsou piedevsim latky nalezici mezi hemiterpeny, monoterpe-

ny, seskviterpeny a diterpeny [10].

2.1.1 Hemiterpeny

Mnoho alkoholti, aldehydt a ketont, které ve své struktufe obsahuji jednu molekulu 2-
methylbutanu (jednu izoprenovou jednotku), se vyskytuji jako minoritni slozka
Vv esencialnich olejich. Ptikladem takového hemiterpenu mize byt prenol (3-methylbut-2-
en-1-ol). Derivaty prenolu jsou Casto soucdsti rliznych esencidlnich oleji. Prenyl acetat,

je obsazen v esencialnim oleji ylang ylang [1].
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2.1.2 Monoterpeny

Monoterpeny jsou latky, které vznikaji z geranylpyrofosfatu pii sou¢asném ptisobeni mo-
noterpensyntazy, kterd katalyzuje probihajici chemickou reakci. Monoterpensyntaza takeé
byvd oznacovana jako cyklaza v pfipadé, ze katalyzuje tvorbu cyklickych produktt
(Obr. 3) [14]. Terpeny tedy mohou byt acyklické nebo cyklické, s jednim nebo nékolika
uhlikatymi kruhy [15].

Monoterpeny jsou produkovany v sekrecnich strukturach rostliny. Esencialni oleje jsou
u vétsiny rostlin uloZeny v riznych typech sekre¢nich kanalkd a dutin, ve zlaznatych tri-
chomech nebo jinych specializovanych buiikach. Za jejich produkcei jsou zodpovédné epi-
telové bunky, které tvoii vystelku takovych kanalkd ¢i dutin. Bunky, které se podili
na biosyntéze monoterpent, obvykle obsahuji velky pocet plastidii bez pigmenti, tzv. leu-
koplastii. Tyto leukoplasty postraddaji slozity membranovy systém tylakoidi, kterymi jsou
vybaveny jiné typy plastidi - chloroplasty. Material je v nich ulozen ve form¢ kapének
a tyto bunky maji také velmi dobie vyvinutou sit’ endoplasmatického retikula, které také

muze byt zapojeno do procesu biosyntézy monoterpenti [15].

CH;, CH,4
] ) CH;,
X o
C“://\)LI-” (I“ﬁ.\(l"” N (“30“
A nebo

CH, G“? CHy CH,
TR Ni

CH CH

! !

N NS CH; "H;
cHY “CH, cHy” el 3 CH;
dvé molekuly limonen geraniol
1soprenu (cyklicky monoterpen) (acyklicky monoterpen)

Obr. 3. Schematické zndazornéni cyklizace izoprenovych jednotek (vVlevo) a priklad

cyklického a acyklického monoterpenu [15].

Mezi cyklické monoterpeny patii naptiklad limonen, ktery je obsazen v silici citrusovych
plodt, menthol obsazeny v silici maty peprné, kafr ze dieva kafrovniku, eugenol v silici
hiebicku nebo pinen ziskany z borovicové silice. Pfikladem acyklického monoterpenu

je geraniol, coz je alkohol nachazejici se v riizovém oleji [1, 15].
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2.1.3 Seskviterpeny

Seskvitrpeny jsou tvofeny tfemi izoprenovymi jednotkami a jejich obecny vzorec je tedy
CisH24. Mohou byt linedrni, vétvené, ale i cyklické. Cyklické seskviterpeny lze dale rozdé-
lit na monocyklické, bicyklické a tricyklické. Mezi acyklické seskviterpeny patii napiiklad
B-farnesen, ktery je obsazen v silici chmele, dale pak farnesol, ktery je vyznamnou slozkou

silice riiZe, akatu nebo brambofiku.

Monocyklické seskviterpeny jsou ¢astou slozkou esencialnich oleji. Jako priklad I1ze uvést
bisabolen a jeho kyslikaty derivat bisabolol, které jsou zastoupeny v bergamotovém oleji,
myrhovém oleji nebo v oleji hefméanku. Pfikladem bicyklickych seskviterpent je selinen,

eudesmol nebo ciperon [10].

2.1.4 Diterpeny

Je znamo vice nez 2500 diterpend, které jsou produkovany rostlinami nalezicimi do znac-
ného poctu celedi. Z chemického hlediska se jednd o velice komplexni skupinu latek,
kterou lze mnohdy obtizné izolovat, purifikovat a charakterizovat. Z toho divodu diterpe-
ny nejsou tak dobie prostudovany jako monoterpeny ¢i seskviterpeny. Diterpeny jsou ¢asto
obsaZeny v rostlinnych pryskyficich, kde mohou tvofit az 60 % jejich celkové hmotnosti.
Nejbeéznéjsimi diterpeny jsou netékavé kyseliny ziskané z jehli€nanti, hluchavkovitych

nebo bobovitych rostlin [16].

Ke znamym diterpentim se fadi tixol, ktery je ziskavan z tisu a je v 1ékafstvi pouzivan jako
cytostatikum pii 1écbé rakoviny vajeniku a prsu [17]. Retinol, bézné oznacovany jako
vitamin A, je diterpen velmi dulezity pro spravnou funkci zraku. V kav€ jsou obsazZeny
diterpeny kafestol a kahweol, jenZ se prokazatelné podileji na zvySovani LDL cholesterolu
a hypertenzi [18]. Mezi diterpeny, které se vyskytuji v esencidlnich olejich, patii napiiklad

kyselina pimarova a levopimarova, kyselina abietova nebo manool [16].

2.2 Sikimaty

Kyselina Sikimova je klicovym meziproduktem biosyntetickych pochodi rostlin, jelikoz je
hlavnim prekurzorem pro flavonoidy a lignin. Flavonoidy jsou dilezité pro rostliny, jako

antioxidanty, barviva, ochranné prostiedky proti UV zéfeni, apod. Lignin je kli¢covou sou-

¢asti stavebnich materialt rostlin, zejména dfevnatych tkani.
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Kyselina Sikimova je syntetizovana z fosfoenol pyruvatu a erytr6za-4-fosfatu. Jeji derivaty
se obvykle vyznacuji podobnou zéakladni strukturou, tedy Sesticlennym kruhem s jedno-
nebo tfi-uhlikovym substituentem Vpoloze 1 a kyslikem vpoloze 3, 4
nebo 5. Metabolickou cestou kyseliny $ikimové vznikaji vyznamné komponenty esencial-

nich oleju - fenylpropanoidy [10].
2.2.1 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy jsou syntetizované Sikimatovou cestou pres aminokyselinu fenylalanin
a kyselinu skoficovou za pisobeni celé fady enzymd, ly4z, hydrolaz, oxidoreduktaz a ligaz.
Fenylpropanoidy obsahuji jednu nebo vice C6-C3 fragmentd, kde C6 ptredstavuje benze-
novy kruh. Jednoduché fenylpropanoidy jsou slozky esencialnich oleji. Mezi ty nejvy-

znamnéj$i patii vanilin, eugenol nebo cinnamaldehyd [10, 15].

2.3 DalSi slozky esencialnich oleji

Mezi dalsi komponenty silic patfi rizné neterpenoidni uhlovodiky v podobé¢ alkoholt
s kratkym fetézcem a aldehydii. Tyto sekundarni produkty jsou tvofeny metabolickymi
pfeménami nebo degradaci fosfolipidii a mastnych kyselin [10]. Pomérné velkou skupinu
tvofi takzvané Cisz neterpenoidni uhlovodiky, které vznikaji degradaci karotenoidii nebo
vznikaji pfi metabolizmu kyseliny abscisové. Ciz nonterpenoidy je moZzné najit v fadé
esencidlnich oleji nebo ¢aji. Slozkami esencialnich olejli byvaji 1 rizné estery, laktony,

izothiokyanaty a n€které dusikaté ¢i sirné slouceniny [10, 15].
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3 ZISKAVANI ESENCIALNICH OLEJU

3.1.1 Priamyslova produkce esencialnich oleji

Znacna Cast esencialnich oleju je ziskavéana z rostlinného materidlu. Majoritni roli pii zis-
kavani esencialniho oleje hraje destilace anebo lisovani za studena (Obr. 4). Produkce
esencialnich oleju lisovanim za studena se vyuziva u esencialnich oleji citrusového piivo-
du, kdy diky ptsobeni vysokého tlaku dochazi k naruSeni rostlinného pletiva a kiry a na-

slednému ziskéani esencidlniho oleje [16, 17].

\

Obr. 4. Lisovani esencidlniho oleje za studena [16].

Destilace vodni parou je nejcastéj$i metodou produkce esencidlnich oleji. Pfi této metodé
para prostupuje vedenim na dno kotle, kde je umistén rostlinny material v perforovaném
zasobniku. Pti vysokotlaké parni destilaci, ktera je nejpouzivanéjsi destilaci v evropskych
a americkych zemich, je pouzivana zvySend teplota. Tato teplota napoméha urychleni re-
akce a rychlejSimu zisku esencidlniho oleje. Tento druh ziskdvéani esencidlnich olejl

se pouziva zejména pii vyrobé matového oleje a levandulového oleje [12, 14].

Dalsi moZnosti pro ziskédni silic je extrakce. Mize se jednat o takzvanou enfleurdz,
kdy jsou vonné latky z rostlin ziskdvany pomoci extrakce tukem pii pokojové teploté.
Tato metoda je vSak pomérné nédkladnd a pouziva se naptiklad pii vyrobé jasminové silice
nebo silice pomerancovych kvétl. Béznou metodou je i extrakce pomoci rozpoustédel.

V tomto piipad€ jsou vyuzivana organickd rozpoustédla, mezi néz patii benzin, hexan



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

a petroléther. V praxi je mozné se rovnéz setkat se ziskdvanim esencialnich oleji za pomo-
ci superkritického oxidu uhli¢itého. Tohoto typu se vyuziva zejména v potravinaistvi

pii vyrob¢ potravinovych aromat [1, 7].

3.1.2 Laboratorni techniky

Tyto metody jsou vyuzivany k ziskévani stopovych mnozstvi esencialnich olejii z aroma-
tickych rostlin. Ziskany material mtize slouzit napfiklad pro stanoveni mnozstvi esencial-
nich olejii v rostlinach ¢i pro jiné vyzkumné ucely. Nejpouzivanéjsi laboratorni technikou
je cirkuldrni extrakce z rostlinného materialu. Pfi této metod¢ je destilat kontinudlné extra-
hovan za pfitomnosti malého mnozstvi organického rozpoustédla. Délka destilace zavisi

na pouzitém rostlinném materialu a obvykle probiha 3 — 4 hodiny.

Velmi vyuZivanou metodou pro izolaci esencialnich olejlii z rostlinného materidlu je ex-
trakce pevné faze do kapaliny za pouziti Soxhletova extraktoru. Pfi této extrakci dochazi
K izolaci analytu ziskaného z pevného vzorku. Dulezitou podminkou pfi pouziti této meto-
dy je stabilita izolované latky pfi teploté varu rozpoustédla. Vysledny produkt je potieba
po dokoncené extrakci zkoncentrovat odpafenim rozpousStédla. Jednd se o jednu

Z nejstarsich metod ziskavani oleji viibec [19].

Dalsi metodou je mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction, SPME). Jedna se
1zola¢ni metodu, kterd kombinuje proces vzorkovani a samotnou extrakci. Principem této
metody je sorpce sloZky vzorku na staciondrni fazi pokryvajici kfemenné vlakno, které se
nachazi uvnitt kovové jehly. Jehla s vldknem se zasune do vzorku, vldkno se pii procesu
vzorkovani vysune pomoci pistu a po dosaZeni sorpéni rovnovéahy se vlakno zatahne a cela
jehla se ze vzorkované matrice vytahne a vlozi se do nastfikového prostoru chromatografu
(plynového nebo kapalinového), kde se vlakno opét vysune. Latky, jez se uchytily na sor-
bentu, jsou tepelné sorbovany a jsou undseny pomoci nosné¢ho plynu do kolony, kde probi-
ha separace jednotlivych latek. Vysledny kvalitativni i kvantitativni obsah latek I1ze pozo-
rovat na chromatogramu. K vyhodam této metody patii rychlost stanoveni, citlivost a také

vysoka piesnost [1, 7].

Za pouziti mikroextrakce pomoci tuhé faze lze ziskat silice a to bez dalSich slozek priméarni
matrice. Témito latkami by mohlo byt néasledné komplikovano vlastni stanoveni pomoci
plynové chromatografie. Mikroextrakce tuhou fazi je pomérné levna, jednoduchd metoda,
kdy nedochazi k pouziti extrakéniho rozpoustédla. Velkou vyhodou je i kratka doba mik-

roextrakce [1, 10, 19].
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4 BIOLOGICKA AKTIVITA ESENCIALNICH OLEJU

V poslednich letech dochézi k rapidnimu nartstu zajmu o otazky tykajici se bezpecnosti
syntetickych latek pouzivanych v kosmetickém i potravinaiském primyslu. S tim souvisi
1 zvySend poptavka po produktech vyrobenych vyhradné ¢i prfevazné z pfirodnich substan-
ci. Zajem o esencialni oleje vSak neplyne pouze z faktu, ze se jednda o piirodni latky. Oleje
a jejich jednotlivé komponenty jsou také zndmy svou rozmanitou biologickou aktivitou,
ktera v sob€ nese znany potencial pro budouci rozmanité aplikace.

Mezi ulinky pfipisované esencidlnim olejim, ¢i jejich slozkdm patii predevSim jejich
schopnost inhibovat rast prokaryotickych i eukaryotickych mikroorganizmti, dale pak anti-
virova aktivita, antioxidac¢ni U¢inky nebo jejich vliv na proliferaci nddorovych bunék

[1, 10].

411 Antimikrobialni aktivita

Citlivost mikroorganizmu na EO zavisi piedev§im na vlastnostech esencialniho oleje
a na mikroorganizmu samotném, jedna se tedy o vlastnost velice specifickou. Ptesto vSak
lze obecné formulovat urcité spole¢né rysy interakce mikroorganizmus - esencidlni ole;j.

Na zaklad¢ téchto ryst je pak do urcité miry mozné predvidat vysledky experimentt.

U Siroké skaly EO je znamo, Ze maji antimikrobiélni vlastnosti a to diky u¢innym slozkam
Vv oleji obsaZenych. Antimikrobialni aktivita je moZzna pfi¢ist monoterpenim, seskviterpe-
niim, alkoholiim ¢i fenolim. Lipofilni charakter uhlovodikové struktury esencidlnich oleji
Vv antimikrobidlnim ptsobeni komponent esencialnich oleji. Mezi antimikrobné nejucin-

n&jsi slozky 1ze obecné zaradit fenolické latky, dale pak predevsim aldehydy a ketony [10].

Nékteré EO obsahujici fenolické latky, jako je naptiklad karvakrol a thymol, jsou vysoce
aktivni proti Sirokému spektru mikroorganizmil, nicméné€ s ohledem na specifi¢nost in-
terakce mikroorganizmu s esencidlnim olejem by mély byt provadény experimenty samo-

statn€ pro dany olej a pro dany mikroorganizmus.

Je vSeobecné znamo, ze gram-pozitivni bakterie jsou obecné citlivejsi k antimikrobni akti-
vité esencialnich olejii nez gram-negativni bakterie [20]. Mnoho vyzkumnych praci potvr-
zuje, ze existuji jisté vyjimky. Pfikladem muze byt studie, jejiz autofi prokazali vyrazné
vyssi citlivost gram-negativni bakterie Escherichia coli k pfitomnosti tea tree oleje

nez jaka byla zjisténa u gram-pozitivniho druhu Staphylococcus aureus. V dalsich pracich
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byla zjisténa napiiklad znacna citlivost Pseudomonas aeruginosa k hruskové a borovicové
silici [21].

Aktivita esencialnich oleji vi¢i bakteriim je vyuzivana pii nékterych onemocnénich.
Jako piiklad 1ze uvést vyuziti tea tree oleje pii 1€Cbe€, respektive zmirnéni projevi acne
vulgaris, coz je velice Casté kozni onemocnéni. Bylo prokazano, ze Propionibacterium
acnes, mikroorganizmus vyznamn¢ se podilejici na etiologii akné, je citlivy na tea tree olej

[21, 22].

Esencialni oleje mohou slouzit jako antimikrobialni ¢inidla proti Siroké Skale tstnich bak-
terii nalezenych v zubnich kazech. Ustni vody, které obsahuji rizné druhy silic, jsou obec-
né povazované za bezpecné a ucinné piipravky, jenz jsou doporucovany pro ustni hygienu.
Cetné studie byly provadény na komeréné registrovanych vzorcich ustnich vod s esenciél-
nimi oleji. Bylo zjisténo, Ze esencidlni olej v Gistni vod¢€ mé inhibicni u€inek na zubni plak.

Za pouziti ustni vody s obsahem esencidlniho oleje byla detekovana vétsi inhibice bakterii

nez u ustnich vod s obsahem aminu fluoridu nebo fluoridu cinatého [23, 24].

Ponékud problematickd je otdzka mechanizmu ucinku oleji na bakterie. Je tfeba mit
na pameéti, ze esencialni olej je sloZitou smési latek, které mohou mit riizné mechanizmy
pusobeni. U mnohych olejt je navic vyrazného inhibi¢niho Géinku dosazeno diky kombi-
naci a vzajemném synergickém pulsobeni jednotlivych komponent. U nékterych oleji
je mechanizmus uc¢inku spojen s narusenim funkce cytoplazmatické membrany, coz muze
vést k uniku K + iontd, inhibici respirace a lyzi bun€k. Takovy efekt byl pozorovan napfi-

klad u tea tree oleje a gram-negativni bakterie E. coli. [25].

4.1.2 Protiplisiiova aktivita esencidlnich oleji

Plisn€¢ neboli mikroskopické vlaknit¢ houby patii mezi eukaryotické organizmy.
Terapie plisnovych infekci je diky tomu komplikovana podobnosti bunék hub s bunikami
hostitele, a to jak na bunééné, tak i molekularni Grovni. Proto je t€zké plisn¢ cilené zasah-
nout a zaroven se vyhnout zasazeni funkci lidskych bun¢k [26]. Nékteré z oportunnich
plistiovych patogent (napiiklad Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus sp.) jsou
obecné znamy, ze zpusobuji potize velké populaci pacientl s oslabenou imunitou. K dispo-
zici jsou pouze omezené moznosti 1€kl pro Uspésné fungicidni chemoterapie [27].
| z téchto diivodl jsou neustdle hledany a testovany nové antimikrobidlni latky a nemala

pozornost je vénovana prave esencidlnim olejum a jejich slozkam.
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U mnohych esencidlnich oleji byla inhibi¢ni aktivita vii¢i mikroskopickym vlaknitym
houbam prokazana. Lemongrass (Cymbopogon citratus) olej, nebo-li olej z citronové tra-
vy, je jednim z nejucinnéjsich oleju proti plisnim v ucinnych koncentracich v rozmezi
0,006 - 0,03%. Pomerancovy, citronovy, mandarinkovy a grapefruitovy olej potlacuje rist
plisn¢ Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum a Penicillium chryso-

genum na méné nez jedno procento [28].

4.1.3 Vlastnosti vedouci k prevenci vzniku rakoviny

vvvvvv

k rakoving. Rostlinné molekuly, jako je taxol, jsou u¢inné proti rakovinné bunééné polife-
raci. U riznych typt malignit, jako jsou gliom, rakovina tlustého stfeva, rakovina zaludku,
nadory jater, plicni nadory, rakovina prsu a leukémie bylo zjisténo, ze latky vyskytujici se
Vv esencidlnich olejich, mohou hrat roli v prevenci téchto onemocnéni a lze je vyuZit v tera-

peutickych strategiich [28].

Popséano bylo i ptimé ptisobeni slozek EO na nadorové bunky. Naptiklad, geraniol z Cym-
bopogon martini (tj palmarosovy olej), zasahuje do funkce membrany, iontové homeostazy
a bunééné signalizace nadorovych bunéénych linii. Bylo zjisténo, ze inhibuje syntézu DNA
a zmensuje velikost nadord tlustého stieva [29]. Terpenoidy, jakoz i polyfenolové slozky
rostlinnych olej, zabranuji proliferaci nadorovych bunck prostfednictvim nekrozy

nebo indukci apoptozy [30].

4.1.4 Antivirové ucinky esencialnich oleju

Kromé antimikrobialni aktivity esencidlnich oleji smérem k bakteriim a mikroskopickym
houbam, maji tyto oleje také antivirové vlastnosti. Nekteré oleje mohou mit inhibi¢ni vliv
na replikaci virové nukleové kyseliny, ¢imz prakticky brani vzniku novych virovych ¢astic
a Sifeni virové infekce do dalSich bun¢k. Tato inhibice virové replikace je pravdépodobné
zpusobena v dusledku pfitomnosti monoterpenovych, seskviterpenovych a fenylpropano-
vych slozek EO [31]. Piikladem takového ucinku oleje na viry miize byt inhibi¢ni aktivita
proti herpes viru, ktera byla zaznamenana u eukalyptového a tymianového oleje.

TaktéZz bylo zjisténo, Ze kajeputsky olej vykazuje vyznamnou Ucinnost pfi 1écbé infekei
rekurentnich (tj. opakujicich se) herpes virt [32]. U oregdnového oleje je také zndmo,

7e ma velmi dobrou antivirovou aktivitu proti viru zluté zimnice [31].


http://en.wikipedia.org/wiki/Cymbopogon_citratus
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4.1.5 Antioxida¢ni ucinky

Oxidacnim stresem v disledku vzniku volnych radikalii a reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS), muze dojit k poskozeni bunéénych makromolekul. Oxida¢ni poskozeni je spojeno
s riznymi zdravotnimi problémy, jako je starnuti, arteriosklerdza, rakovina, Alzheimerova

choroba, Parkinsonova choroba, diabetes a astma [33].

Bunky samy maji mnohé mechanizmy, kterymi mohou volné radikaly odstrafiovat ¢i mirnit
dasledky oxidacniho stresu. Existuje celd fada latek, které maji antioxida¢ni ucinky. Mno-
hé slozky esencialnich oleju lze povazovat za velice G¢inné antioxidanty. Flavonoidy, ter-

penoidy a fenolové slozky esencidlnich oleji vykazuji vyznamné antioxidacni Gcinky.

Ocimum sp. (bazalka) a Mentha sp. (mata) maji potencialni antioxidac¢ni aktivitu.
U dvou hlavnich slozek tymianového a oreganového oleje, thymolu a karvakrolu, je proka-
zano, Ze pusobi jako silné antioxidanty [34]. Podobné Cuminum cyminum (Sabrej kminovi-
ty) a Petroselinum (petrzel) maji silnou aktivitu viéi volnym radikalim. Mezi EO
s antioxida¢nimi ucinky patii napiiklad olej hiebickovy, skoficovy nebo tymianovy.

Velmi G¢inné jsou i oleje ziskané ze muskatového ofisku, bazalky ¢i oregana [35].

4.1.6 Toxicita esencialnich olejia

V predchozim textu jsou zminény rizné biologické ucinky esencidlnich oleju a jejich kom-
ponent. Pro pfipadné vyuziti oleju k terapeutickym uceliim je vSak tieba znat i potencialni

rizika a tedy toxicitu téchto latek.

Esencidlni oleje pfedstavuji rlizné aktivni molekuly, jez ovliviiuji nékolik cilovych mist
v bunce [36]. Jejich hlavnim cilem je cytoplazmaticka membrana. Pieruseni a permeabili-
zace bunétné membrany vede ke ztraté dulezitych bunéénych funkci, jako je udrzeni ion-
tové homeostazy a fungovani elektronového transportniho fetézce. Esencialni oleje mohou
pusobit cytotoxicky na eukaryotické bunky. Permeabilizace vnéjsi a vnitini mitochondrial-
ni membrany zplisobi bunécnou smrt nekrdzou a apoptozu, jejichz priibéh je mozné sledo-

vat na Obr. 5 [37].
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Obr. 5. Nekréza (vievo) a apoptoza (vpravo) bunky [37].

Alkoholy, aldehydy a fenolové slozky jsou zodpovédné za cytotoxicitu esencialnich oleji.
Tato cytotoxickd vlastnost je dileZitd pro chemoterapeutické aplikace EO proti riznym
viram, bakteriim a plisnim [38]. Nicméné, toxicita pro eukaryotické buiiky je také zodpo-
védna za nezddouci vedlejsi ucinky vuci hostiteli. Riziko riznych toxickych ucinkd,
jako jsou podrazdéni a citlivost bungk, perkutanni absorpce, akutni toxicita pro organové

soustavy, cytotoxicita, karcinogenita, teratogenita, omezuje 1é¢ebné pouziti EO.
V nésledujici kapitole budou popsany a bliZe charakterizovany esencialni oleje, které byly
pouzity v praktické ¢asti pfedkladané diplomové prace. Jedna se o olej konopny, hiebicko-

vy, skoficovy a matovy [39].
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5 CHARAKTERISTIKA POUZITYCH ESENCIALNICH OLEJU

5.1 Konopny olej

Konopi seté (Cannabis sativa) je jednoleta dvoudoma rostlina, ktera se zeméd¢lsky péstuje
jiz po mnoho staleti a to pro jeji vlakna a olej. Z taxonomického hlediska fadime konopi
do ¢eledi konopovitych Cannabaceae) [40]. Konopi pochazi ze stiedni Asie. Velkym pozi-
tivem konopi je jeho flexibilita a odolnost k riznym klimatickym podminkam. Konopi
pfi dostate¢ném piijmu zivin, vlahy a slunecniho svitu rychle roste, béhem 110 dni mohou

rostliny vyrast az do vysky 2 - 4,5 m [41].

Od roku 1938 bylo péstovani konopi v Kanadé zakézéno z divodu piitomnosti fytoche-
mické konstrukéni drogy 6-9-tetrahydro-cannabinolu (THC). Nyni je jiz v Kanadé¢ legalni
pestovat takzvané primyslové konopi s nizkym obsahem THC. Pro Evropskou unii plati
hrani¢ni hodnota obsahu THC v konopi setém 0,3%, takZe tento limit plati taktéZ pro Ces-
kou republiku. Semena konopi sama o sobé neobsahuji THC slozku, ta je uloZena
Vv pesticich a plodech samici rostliny. Mize se ale stat, Zze trocha pryskyfice s obsahem

THC ulpi na semenech [42].

V konopném esencialnim oleji je obsazena asi stovka dosud identifikovanych slozek (vét-
§inou mono a sesquiterpent). Signifikantni vliv na kvalitu esencialniho oleje ma i to,

zda byla vychozi surovina Cerstvé sklizena nebo sucha.

Z procentualniho zastoupeni obsahuje esenciadlni konopny olej nejvice seskviterpénu,
kdy karyofylen tvoii 28 — 35 %, humulen 10 — 12% a aromadendren 4%. Zastoupeni mo-
noterpentl v tomto esencidlnim oleji je podstatné nizsi, kdy a, B pineny tvoii 8 %, cca 8 %
tvoii myrcen. V esencialnim konopném oleji je podstatné zastoupeni i terpenickych oxid

a epoxycaryophylenu ze 4,5 - 10 % [2, 10, 15].

5.1.1 Ziskavani konopného oleje

Konopny olej je silné aromaticky olej s vyraznymi terapeutickymi ucinky, ktery se vyrabi
parni destilaci ze zralych a zdravych samicich rostlin s minimalnim obsahem semene.

Cim vyssi je obsah pryskyfice a niz§i obsah semene vychozi suroviny, tim vynosn&jsi je

produkce esencialniho oleje.

Dalsi variantou zisku konopného esencialniho oleje je zisk ze semen, protoze konopi seté

patii mezi silicnaté rostliny obsahujici vonné silice. Proto lze z jeho semen ziskat
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také esencialni olej, jez ma velmi efektivni vyuziti v aromaterapii. Pfi ziskavani esencial-
niho oleje je vyuzita metoda destilace vodni parou za vzniku oleje svétle zluté barvy

a nahotklé kofenéné vuné [1, 2].

Technické konopi se pro ucel vyroby esencidlnich oleji nepouziva, jelikoz nema dostatec-
ny obsah aromatickych slozek. Diivodem je, Ze technické konopi je péstovano pro vlakna

¢i semena a nikoliv pro aroma [36].

5.1.2 Vyuziti konopného oleje

Esencialni konopny olej je vyuzivan jako aromaticka ptisada v potravinafstvi, kosmetic-

kém pramyslu, ale i pfi aromaterapiich v 1é¢b¢ astmatu je vyobrazen na obrazku 6 [43].

Tento esencialni olej v kosmetickych ptipravecich mize mit pozitivni vliv na hojeni ran,

popalenin, ekzémd, lupénky, akné nebo kieCovych zil [43].

Dulezitymi slozkami EO z konopi je napfiklad karyofylen, humulen nebo alloaromanren.
Typicka pro tento esencialni olej je kofenita nahotkla viin€é podobnd viini oleje z chmelo-
vych Sistic. Olej ma protizanétlivé ucinky, zejména na procesy dychaci soustavy, uvoliiuje
stagnace, pusobi proti stresu, je ukliditujici a protialergicky. Konopny olej taktéz poméaha
zklidhovat podraZzdénou pokozku. Pomaha pfi alergickych reakcich ¢i atopickém ekzému,
lupénce nebo akné [10, 43].

Bylo zjisténo, ze esencialni oleje ziskané z konopi setého vyznamné inhibuji mikrobidlni
rist v takové mife, ze mize mit zajimavé aplikace pro kontrolu a kazeni potravinovych

patogent a fytopatogennich mikroorganizmu [44].

R

Obr. 6. Esencidlni konopny olej v komercnim baleni.


http://www.prozdravi.cz/konopna-mast-50-ml.html
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5.2 Esencialni olej z plodi hiebicku

Hiebicek, Syzygium aromaticum, patiéi do ¢eledi Myrtaceae, coz jsou vyssi dvoud€lozné
rostliny. Pivodem pochazi ze sope¢nych ostrovii ve vychodni Indonésii. Strom je stiedni
velikosti, celoro¢né zeleny, dosahujici vysky az 20 metrd. Primér kmenu mize dosdhnout
az 30 cm, listy jsou podlouhlé vejcitého tvaru. Z pocatku jsou nové vytvorené listy svétlé

razové, ale poté tyto listy pfechazeji v tmavé zelenou barvu [1,10].

Hlavnimi produkty hiebi¢ku jsou hiebi¢kové plody, esencialni oleje z plodi a listi hiebic-
ku. Plod obsahuje 15 az 20 hmotnostnich % esencialniho oleje. Mezi hlavni komponenty
hiebic¢kového esencialniho oleje patii eugenol (70 - 95 %), eugenol acetat (az 17 %)
a B-karyofylen (12 — 15 %) [15, 40].

Esencialni olej hiebicku je perzistentni, silny a charakteristicky svym odérem. Je to kapali-
na zluté az Zluto-hnédé barvy. V momenté Cerstvé vydestilovaného hiebickového esencial-
niho oleje je kapalina svétle zluté zabarvena. Avsak po kontaktu se Zelezem dochazi

ke zmén¢ zabarveni na pruhlednou az zluto-hnédou [1, 37].

5.2.1 Ziskavani hiebickového oleje

Hiebi¢kové pupeny se sbiraji, kdyz dosahnou své plné velikosti a maji barvu do Cervena.
Po jejich sbéru jsou pupeny oddéleny od stonkt, a to bud’ ruéné, nebo za pouziti mlaticky.
Susené pupeny jsou obvykle baleny v pytlich a jsou skladovany v ¢istém, suchém prostoru
s dobrou ventilaci. Skladovani ¢asto zptsobuje ztratu oleje odpafovanim. Obsah esencial-
niho oleje a eugenol acetatu mirné klesa s uskladnénim del§im nez 6 mésict, zatimco ob-
sah eugenolu se zvySuje [45]. Vynos a kvalita olejii jsou ovlivnény piivodem, odriidou,
jakosti suroviny, metodou destilace a zpiisobem osetfeni po destilaci. Material se destiluje
za pouziti vodni nebo parni destilace po dobu mezi 8 - 24 hodin. Nejvyssi vynos pro ziska-

ni vysoce kvalitniho hiebi¢kového oleje je 17 % [45].

Pokud jsou plody hiebicku destilovany nerozmélnéné, tak je produkovan esencialni hie-
bickovy olej s vysokym obsahem eugenolu. Z rozmélnénych plodid hiebicku je produkovan

olej s mirn¢ niz§im obsahem eugenolu [1, 45].
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5.2.2 Vyuziti hrebi¢kového oleje

Hiebickovy esencidlni olej neni vhodny pro dochucovani a to kvili své vyrazné chuti.
Vuné oleje je typicky eugenolova. Vyrabi se hlavné pro vyrobu eugenolu a karyofylenu

[46].

vvvvvv

a proto byva vyuzivan pii vyrobé mydel, detergentti, zubnich past, parfému a farmaceutic-
kych vyrobki. Maximalni obsah hiebickového oleje je 0,25 % v mydlech, 0,7 % az 1,0 %
v parfémech. Vyobrazené baleni hiebickového esencialniho oleje bez etikety je znazornéno

na Obr. 7.

Hiebickovy olej se velmi ¢asto pouziva pii zanétech dutiny tstni a hltanu, je také vyuzivan
pfi lokalni anestezii ve stomatologii. Jedna se o antisepticky a prohtivajici olej, ktery pod-
poruje traveni, je protiinfekéni v zazivacim a dychacim ustroji. Pozitivni G€inky ma také
pfi unavé, prijmu, chladu, svalovych, kloubnich a neuralgickych bolestech. Pouziva se
pro zmirnéni bolesti zpsobené revmatismem. Olej je také G¢inny baktericid a fungicid

[46, 47].

Obr. 7. Grafické vyobrazeni hiebickového EO
ve sklenénych nadobach a plodii hiebicku [47].

Pfedpoklada se, Ze hiebiCek ma antioxida¢ni vlastnosti, které mohou neutralizovat volné
radikaly. Antioxidacni aktivita tohoto oleje je vSak zavisla na pivodu oleje, kvalité surovi-
ny a zpusobu ziskani oleje z hiebicku. Obsah antioxidanti se pohybuje v rozmezi 1,4 — 1,8
hmotnostnich % [46, 47].
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5.3 Skoricovy olej

Skoticovy esencialni olej je ziskavan z tropického stromu skoficovniku cejlonského (Cin-
nammomum zeylanicum). Kofeni skofice je ziskavano suSenim centralni ¢asti kary.
Rust skoficovniku je mnohdy limitovan vlhkymi nizinatymi oblastmi jihovychodni Asie.
Skoftice se péstuje V nadmotské vysce az 500 metrti, kde primérna teplota je 27 °C a sraz-

Ky jsou 2000-2400 mm.

Skotficovnik dava piednost pisCitym typim pidy obohacenych o organické latky.
Skofice je zafazena do botanické odd€leni Magnoliophyta, tfidy Magnoliopsida, fadu
Magnoliales a ¢eledi Lauraceae [47].

Strom roste do vySky 7 do 10 m a ma velmi znatelné Zilkované vej€ité listy, které jsou
tmavé¢ zelené na horni ¢asti a svétle zelené ze spodni Casti. Jak listy, tak klira jsou aroma-
tické. Skoficovnik ma zluto-bilé kvéty neptijemného zapachu, plodem jsou tmavé fialové

bobule vej¢itého tvaru [1, 10, 41].

Kira skofice kiira obsahuje asi 9,9 % vody, obsah bilkovin je 4,65 %, obsah sacharidi je
59,55 %. Esencialni olej v kiife tvofi pfiblizné 2,2 %. Dale jsou zde obsaZeny mineralni
prvky, pfedevsim vapnik (1,6 %), fosfor (0,05 %), sodik (0,01 %), draslik (0,4 %), stopové

mnozstvi vVitamint (mg / 100 g) a dv¢ insekticidni slou¢eniny (cinnezalin a cinnzelanol).

Skoficovy olej je zluté az nahnédlé barvy s pomérné vyraznym odérem. Tento EO obsahu-
je eugenol (80-88 %), kafr, cinnamaldehyd, acetat kyseliny skoticové, pinen, linalool, eu-
genol acetat a nékteré dalsi minoritni slozky jako je naptiklad fenyl propylacetat, kumaral-

dehyd nebo kyselina tiislova [47].

5.3.1 Ziskavani skoFicového oleje

Esencidlni olej ze skofice mlze byt ziskavan jak z listQ, tak z kiry. Olej z listi skofice je
typicky hotkym odérem s lehkym ovocnym nadechem, ktery je charakteristicky svoji zlu-

to-hnédou barvou.

Pokud jde o olej ziskany z kury, tak se jednd o olej s vyraznym kofenitym odérem, Cerve-
no-hnédé barvy. Olej z kuiry skofice se ziskava pomoci destilace, kde kiira skofice pro zis-
kani oleje by neméla byt ponechana ve vlhku, protoze by mohlo dojit k fermentaci,

ktera ptimo ovliviiuje slozeni oleje [46].
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5.3.2 Vyuziti skoFicového oleje

Extrakty ze skofice jsou vyuzivany pro své 1écivé ucinky uz tisice let a to predevsim proti
bolesti zubi, infekcim, pro zklidnéni podrazdéného zaludku, 1é¢bé prijmu a artritidy.
V alternativni medicing a aromaterapii je olej pouzivan k 1é¢bé zanétu prudusek, nachlaze-
ni, pfetizeni, prajmu, edému, chfipky, zazivacich potizi a zvraceni. U externich aplikaci
je silice pouzivana proti bolestem hlavy a bolesti obecné. Extrakt ze skofice je ¢asto obsa-
zen v zubnich pastach a to nejen kvili své chuti, ale rovnéz kviili svému antiseptickému
pusobeni na viry, bakterie a plisné. Vyobrazené baleni skoficového esencialniho oleje

bez etikety je zndzornéno na Obr. § [48].

Obr. 8. Grafické vyobrazeni skoricového oleje [48].

Skoficovy olej je velmi dobrym a silnym antiseptikem. Tento olej obsahuje relativné velké
mnozstvi fenolickych latek (5 - 10 % eugenolu) a mezi esencidlnimi oleji je povazovan
za jedno z nejsilngjsich antivirotik a antiseptik. Dale je skoficovy olej vhodny k prevenci

onemocnéni pankreatu a artritidy [48].

Skoficovy olej napomaha Sté€peni tukt v travicim systému, piipadné podporuje aktivitu
travicich enzymii. Skofice obsahuje latky, které mohou snizit hladinu glukézy v krvi. Sko-
larni a imunomodulacni u¢inky. In vitro studie prokazaly, Ze skoficovy olej miize ptisobit
jako stimulant bunééného metabolizmu glukézy. Studie na zvifatech prokazaly i silné hy-

poglykemickeé vlastnosti tohoto esencialniho oleje [10, 48].
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5.4 Matovy olej

Mata (rodu Mentha) patii do ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae) a zahrnuje 18 riznych
druhil a 11 hybridi. Je to viceletd rostlina kefickovitého tvaru, kterd dortsta do vysky
az 80 cm. Mata ma vejcité az eliptické listy, jez jsou zelené zbarvené (Obr. 9). Idealnim
prostiedim pro matu je vlhky slunny nebo polostinny prostor. Mata kvete od cervence

do srpna a to zejména v Evropé a Asii [1, 10].

Obr. 9. Tvar listit mdty [45].

Listy a stonky, které obsahuji esencialni matovy olej, jsou hojné vyuzivany v lékatstvi
v kosmetice a potravinach. Cerstvé listy maty se podle druhu maty vyuzivaji v kuchyni
pfedevs§im k ochucovani riiznych omacek, ale i do sladkych pokrmi. Matovy olej je velmi
oblibeny k domaci 1é¢bé kieci, nadymani a travicich potizi. Matovy olej také muize byt
vyuzity pii revmatickych potizich, svédéni a bolestech hlavy.

Prikladem n¢kterych druhli maty, ze kterych se esencialni olej ziskava, je mata peprna,

mata kadetfava, mata luéni, mata klasnata, mata ¢okoladova ¢i mata pomerancova [49].

5.4.1 Ziskavani matového oleje

Parni vysokotlaka destilace se ¢asto pouziva pro izolaci esencialniho oleje z maty. Kon-
denzovany destilat, skladajici se ze smési vody a oleje, je obvykle odd€len ve sklenéné
nadobé nebo noveé v nadob€ z nerezové oceli s jednim vystupem u dna a dal$Sim v horni

Casti nadoby [1, 49].
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5.4.2 Vyuziti matového oleje

Esencialni oleje, jenz obsahuji terpenoid mentol, se pouzivaji k inhalaci pfi onemocnéni
z nachlazeni a k aromatizaci zvykacich gum ¢i ustnich vod. Nevyhodou matového esenci-

alniho oleje muze byt alergicka reakce, ktera se vSak vyskytuje velmi vzacné [10, 49].

U kyslikatych monoterpend, jako je mentol a alifatické alkoholy (napft. linalol) byly zjisté-
ny silné az stiedné silné inhibi¢ni U¢inky vic¢i riznym druhiim bakterii. Bylo zjisténo,
ze antimikrobialni aktivita je u téchto alkoholl ovlivnéna strukturou molekuly, konkrétné
polohou alkoholové funkéni skupiny. Napiiklad terpinen-4-ol ma proti Pseudomonas ae-

ruginosa znac¢nou inhibi¢ni aktivitu, zatimco o-terpineol je neaktivni [41, 49].

5.4.3 Mata peprna

Mata peprna (Mentha piperita), popularni pfichut’ pro zZvykacich gum, zubni pasty a ¢aje,

se také pouziva k uklidnéni podrazdéného zaludku nebo na podporu traveni.

Esencialni olej maty peprné, s jeho hlavni slozkou mentolem, je znamy svym ucinkem
na sliznice dychacich cest. Mentol napomaha odhlenéni, je to uklidnujici latka pfi bolesti
v krku (faryngitida) a suchém kasli [50].

Vzhledem k tomu, ze ma olej uklidiwjici a znecitlivujici ucinky, lze jej pouzit ke zmirnéni
bolesti hlavy, podrazdéni kize, uzkosti spojené s depresi, nevolnosti, prijmu, menstruac-
nich kieci a nadymani. Matovy olej se pouziva k potérim hrudniku pti 1é¢bé ptiznakt na-
chlazeni. U oleje maty peprné byly in vitro prokazany inhibi¢ni u¢inky viéi nékterym dru-
hiim bakterii, plisni a virt, coZ naznacuje antibakterialni, antifungalni a antivirové vlast-

nosti [15, 50].

5.4.4 Mata kaderava

Mata kadefava (Mentha spicata) je stale zelena rostlina, ktera je péstovana napii¢ celou
Evropou a USA. Esencidlni olej z maty kadetavé se extrahuje z kadetavych listi. Olej ma
velky potencidl pro aplikaci v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu

[51].

Mata kadetava se pouziva jako zaludecni 1€k, dale proti nadymani, proti kie¢im, jako lo-

-----

dac¢ni a diureticka latka.
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Esencialni oleje ziskané z maty kadetavé jsou bohaté na karvon, mentol, cineol, linalol,

piperiton a piperiton oxid.

Pomérn¢ rozsahla studie ucinku tohoto oleje byla provedena tureckym farmakologickym
a medicinskym ustavem Vv roce 2011. Byly zjistény vyznamné antimikrobialni u¢inky maty
kadefavé pfi testovani antimikrobni aktivity oleje in vitro. U diskového difizniho testu
vysledky ukazaly, ze olej z maty kadetavé ma silnou inhibi¢ni aktivitu na Staphylococcus
aureus a Escherichia coli. Na druhé stran¢ ale olej neprokazal antimikrobialni aktivitu

u Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus faecalis [52].

5.45 Mata luéni

Mata luéni (Mentha arvensis) je aromaticka, vytrvala, sttedné vysoka bylina, ktera byla
pivodné péstovana v Cing, Koreji, Japonsku a Vietnamu. Nejvétsi mnozstvi mentolu
je mozné izolovat pravé z maty lucni, kdy silice obsahuje az 90 % tohoto terpenu [10].
Mezi dalsi slozky, které jsou zde obsazeny, se fadi furfural, limonen, piperiton, izomentol
nebo izometyl acetat. V podstaté jsou tyto sloZky obsazeny i u maty peprné, avsak ve sto-
povych mnozstvich. Jedinym rozdilem mezi olejem ziskanym z maty peprné a olejem zis-

kanym z maty luéni je mentofuran, ktery u maty lu¢ni neni obsazen [53].
Kwvuli své hotké pachuti neni pouzivan v potravinafstvi, ale hojné€ se vyuziva ve farmacii
nebo v kosmetickém pramyslu. Stejné jako u ostatnich druhi oleju ziskanych z rostlin rodu

Mentha, tak i u EO maty lu¢ni byl zjistén znacny antimikrobialni G¢inek [1, 53].
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6 EMULZE

Emulze je termodynamicky nestabilni dvoufazovy systém, ktery je tvofeny alesponi dvémi
omezené misitelnymi nebo nemisitelnymi kapalinami, kde jedna kapalina je ve formé ka-

pek rozptylena v druhé kapaling.

Pti pfipravé emulze je nutnd pfitomnost latky (emulgacniho c¢inidla), ktera zabrafuje roz-
padu daného systému. Dispergovana kapalina je oznacovana jako vnitini (diskontinuélni)

faze a disperzni médium je oznacovana jako externi (kontinualni) faze.

Emulze je mozno rozdélit podle polarity disperzniho prostiedi a dispergované latky
to na emulze typu ,,0lej ve vodé“ (o/v) a ,,voda v oleji* (v/0). Dalsi variantou je i emulze

smiSena, a to ,,voda v oleji ve vod&* (v/o/v) nebo ,,0lej ve vodeé v oleji (o/v/0).

Piimou emulzi typu olej ve vodé¢ (0/v) tvoii organicka nepolarni latka (tzn. olej) rozptylena
v polarnim rozpoustédle (tzn. ve vodé nebo vodném roztoku). Obracenou emulzi (v/0) se
rozumi emulze, u které jsou kapicky vodné faze rozptylené v organické fazi nebo-li vice

polarni kapalina je rozprostiena v kapaliné méné polarni [54].

Béhem vzniku emulze dochazi ke zvétSeni plochy fazového rozhrani. K zajisténi dostatec-
né zivotnosti emulze je zapotiebi ji stabilizovat ptfidanim pfislusnych emulgatord. Emulga-
tory zajiStuji vznik emulze svymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi a vyznacuji
se schopnosti sniZzovat povrchové napéti mezi vodnou a olejovou fazi. Emulgétory zabra-
fuji ¢i zpomaluji zanik kapek dispergované faze takovym zplsobem, ze na fdzovém roz-
hrani vytvafi film, ktery brani kapkam ve flokulaci a koalescenci. Emulgatory jsou hroma-
dény na mezifazovém rozhrani kontinualni faze a kapek, kde dochazi k tvorbé¢ elastického

filmu.

Molekuly emulgatorti maji amfifilni strukturu, kdy maji jak lipofilni, tak hydrofilni charak-
ter. V emulzich se tyto amfifilni latky orientuji na rozhrani mezi polarni fazi (olej) a fazi
nepolarni (voda) tim zplsobem, ze hydrofilni (polarni) ¢asti dané molekuly sméiuji
do vodné faze a hydrofobni konce danych molekul tvofené prevdzné mastnymi kyselinami
smétuji do organické faze. Diky amfifilnimu charakteru molekul dochézi ke vzniku orien-
tovaného monomolekularniho nebo vicemolekularniho filmu (stabilizacni vrstvy),

jez usnadniuje emulgaci a stabilizaci emulze [54, 55].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

6.1 Mikroemulze

Terminem mikroemulze se rozumi systémy, jez jsou slozené z olejové faze a vodné faze,
kdy jedna faze je rozptylena v druhé fazi tak, aby doslo k vytvofeni systému, jehoz castice

maji velikost fadove v nanometrech.

Mikroemulze jsou ¢iré roztoky, které jsou termodynamicky stabilni. Jedna se od disperzi
vzajemn¢ nemisitelnych latek za soucasného piridatku surfaktantu, ktery zajisti vzajemné

miSeni nemisitelnych slozek [56].

Nemisitelnymi latkami je rozuméno olej a voda, které se za nepfitomnosti surfaktantu ne-
misi. Jednim z hlavnich kritérii vybéru spravné olejové faze je jeji schopnost umoznit vy-
sokou rozpustnost ingredienci lipofilniho charakteru. Vhodnou olejovou slozkou,
Ktera je vyuzivana pro vyrobu mikroemulzi, jsou jak nasycené (laurova a myristova),
tak nenasycené kyseliny (linolovd nebo linoleovd). V praxi je vSak mozné se setkat

S pouzitim esterd mastnych kyselin [57].

Vhodnym surfaktantem, ktery je pouzivan pro vznik mikroemulze v/o je takovy, ktery ma
nizkou hodnotu hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB). Pro vznik mikroemulze o/v je pou-

zivan surfaktant, ktery vykazuje vyssi hodnotu HLB.

Aby vznikla stabilni mikroemulze, je dilezité pridat vétsi mnozstvi surfaktantu nez u kla-
sické emulze, aby doSlo k dostatecnému obaleni kazdé malé kapiC¢ky uvniti disperzniho

prostiedi [56].
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7 CILE PRACE

Jednim z cili této diplomové prace bylo vypracovat literarni reSerSi zaméfenou na esenci-
alni oleje. VEtsi diraz byl kladen na popis olejti pouzitych v praktické ¢asti této diplomové
prace, kdy byla u nich rozebrana nejen jejich antimikrobialni aktivita, ale i dalsi vyznaéné
vlastnosti téchto jednotlivych esencidlnich olejii. Diky svym vlastnostem, a to predevsim
biologické aktivité, jsou esencialni oleje velice slibnou skupinou latek s moznym vyuzitim

V oblasti potravinatrského, farmaceutického ¢i kosmetického pramyslu.

V praktické ¢asti bylo cilem prace studium antimikrobialni aktivity vybranych esencialnich
oleju: konopného, hiebi¢kového, skotficového a tfech matovych oleji (ziskanych z maty
lu¢ni, maty kadetavé a maty peprné). Analyza byla provadéna metodou difuzni a nasledné
také metodou diluéni, k niZ bylo nutné nejprve pfipravit stabilni mikroemulze vySe jmeno-
vanych oleji. Veskera ziskana data byla nasledné zpracovana formou komentovanych ta-

bulek a graft, vysledky byly diskutovany a shrnuty formulaci zavért prace.
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II. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIAL, ZARIZENI A PRISTROJE

8.1 Pouzité materialy a chemikalie

Pro srovndni antibakteridlnich ucinkd jednotlivych esencidlnich oleji byly pouzity

Vv této diplomové praci nasledujici oleje:

e skofice kiira (Cinnamonum zeylanicum)
o Nobilis Tilia, Krasna Lipa;
e hiebicek plody (Syzygium aromaticum)
o Nobilis Tilia, Krasna Lipa;
e BIO Mata peprna (BIO Mentha piperita)
o Nobilis Tilia s.r.0., Ceska Lipa
o pavodem z Indie
e mata kadetava (Mentha spicata)
o Nobilis Tilia s.r.o., Ceské Lipa
o puvodem z Japonska
e mata lu¢ni (Mentha arvensis)
o Nobilis Tilia s.r.o., Ceské Lipa
o pivodem z Nepalu
Mikroemulze obsahujici pfislusné esencidlni oleje byly pfipraveny za pouZiti nasledujicich
chemikalii:
e Tween 20
o Polyethylenglykol sorbitan monolaurat;

o Sigma Aldrich;
o neionicky surfaktant;
o HLB16.7
e Absolutni ethanol
o Penta Chrudim;

o ko-surfaktant

8.2 Pristroje a pomiicky

e Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko
e Laboratorni predvazky KERN
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e Chladnicka Elektrolux

e Vortex tiepacka, Heidolph REAX Top, Némecko

e Flow box Hera Safe, Thermo Scientific, Némecko

e Microplate reader Benchmark, Bio-Rad, Velka Britanie

e Spektrofotometr Sunrise, software Magellan, Tecan, Némecko

e Memmert termostat (Verkon, Némecko)

e Mikrotitraéni desticka

e Vertikalni autoklav, Tuttnauer, Holandsko

e Stericell sterilizitiror, BMT Medical Technology, Brno, Ceské republika

e Automatické pipety Biohit a Nichipet ex.

e Automatické mikropipety Biohit

e Hamillton mikrosttikacka o objemu 1 ml

e Biologicky termostat Memert INE 600

e Plynovy kahan

e Laboratorni plastové pomucky (tzn. o¢kovaci klicky, Petriho misky, mikrotitra¢ni
desticky, Spicky pro automatické pipety, zkumavky, stfikacky, stojany)

e Laboratorni sklo (pipety, kadinky, zkumavky, odmérné nadoby, Petriho misky)

e Papirové disky ziskané z filtracniho materialu

o Stiikackové filtry o velikosti pora filtru 0.22 pm, Millipore, Velka Britanie

e Ostatni béZné pouZzivané laboratorni vybaveni a pomticky.

8.3 Kultiva¢ni média

Béhem praktické ¢asti diplomové prace byla pouzita kultivacni média vhodna pro rist mik-
roorganizmu zvolenych pro praktickou ¢ast diplomové prace. Vycet téchto kultivaénich

médii je uveden v nasledujicich podkapitolach.

8.3.1 Fyziologicky roztok

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl pouzit fyziologicky roztok pro ptipravu kalib-
rovanych suspenzi mikroorganizmu, které byly vyuzity pii testech inhibi¢nich ucinkt
esencialnich oleju. SloZeni fyziologického roztoku je uvedeno v Tab. 2. Fyziologicky roz-

tok byl nasledné rozpipetovan do sklenénych zkumavek a sterilizovan v autoklavu.
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Tab. 1. Hmotnostni slozeni fyziologického roztoku.

Obsazena slozka Hmotnost [g]
Chlorid sodny 4,3
Destilovana voda 500,0

8.3.2 Masopeptonovy agar

Masopeptonovy agar (MPA) byl pouzivan pro uchovani zasobnich kultur pouzitych bakte-
rialnich kmeni. SloZeni agaru je uvedeno v Tab. 2.

Jednotlivé slozky média byly navazeny a rozpustény ve 400 ml destilované vody. Obsaze-
na smés byla dostate¢né promichana a poté ponechana sterilizovat v autokldvu pfi teploté

132 °C po dobu 20 minut. Nakonec byl takto pfipraveny MPA rozlit do sklenénych steril-

nich Petriho misek.

Tab. 2. Hmotnostni slozeni predem pripravené smési MPA.

Obsazena slozka Hmotnost [g]
Agar 6,0
Pepton 2,0
Beef Extract 1,2
Chlorid sodny 1,2
Destilovana voda 400,0

8.3.3 Masopeptonovy bujon

Masopeptonovy bujon (MPB) byl pouzit pro testovani antimikrobidlni aktivity esencial-
nich oleju dilu¢ni metodou. Slozeni MPB je uvedeno v Tab. 3. Jednotlivé slozky byly na-
vazeny, rozpustény v destilované vodé a rozpipetovany do sklenénych zkumavek,
které byly zazatkovany a ponechany sterilizovat v autoklavu pii teploté¢ 132 °C po dobu

15 minut.
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Tab. 3. Hmotnostni slozeni MPB.

Obsazena slozka Hmotnost [g]
Pepton 2,0
Beef Extract 1,2
Chlorid sodny 1,2
Destilovana voda 400,0

8.3.4 Mueller Hinton Agar

Tato pida byla pouzita pro diskovou difizni metodu stanoveni inhibi¢ni aktivity esencial-

nich oleju. SloZzeni Mueller Hinton Agaru je uvedeno v Tab. 4.

Médium bylo sterilizovano pii teploté 132 °C po dobu 20 minut v autoklavu. Poté byl Mu-
eller Hinton Agar (MHA) rozlit do sklenénych sterilnich Petriho misek.

Tab. 4. Hmotnostni slozeni MHA.

ObsaZena sloZka Hmotnost [g]
Hovézi masova infuze 120,0
Hydrolyzat kaseinu - kysely 7,0
Skrob 0,6
Agar 6,8
Destilovana voda 400,0

8.4 Pouzité mikroorganizmy

Antimikrobialni aktivita esencialnich oleji byla hodnocena na zéklad¢ riistu mikroorgani-
zmu v pritomnosti esencidlnich oleji za vyuziti diluc¢ni a difizni metody.

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity oleji byly vyuzity bakterie jak grampozitivni,
tak gramnegativni, které jsou uvedeny Vv seznamu niZe. Zasobni kultury bakterii byly ucho-

vavany na masopeptonovém agaru na sklenénych Petriho miskéch pfi teploté 4 + 2 °C.
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Grampozitivni bakterie:

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
Bacillus cereus CCM 2010

Bacillus subtilis susp. spizizenii CCM 4062
Micrococcus luteus CCM 732

Gramnegativni:

Pseudomonas fluorescens CCM 1969

Escherichia coli CCM 3954

Citrobacter freundii CCM 7187

Salmonella enterica ssp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Serratia marcescens CCM 303

Enterococcus faecalis CCM 3954
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9 METODIKA

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je tvofena dvéma ¢astmi. V prvni ¢asti byla po-
moci difuzni diskové metody sledovéana schopnost jednotlivych EO inhibovat rtst vybra-

nych mikroorganizmi. Pouzity byly nefedéné oleje a oleje fedéné v etanolu.

V druhé ¢asti této diplomové prace byla sméfovana pozornost na antimikrobialni aktivitu
mikroemulzi obsahujicich studované esencialni oleje. K tomu byla vyuzita metoda dilucni

za pouziti mikrotitra¢nich desticek.

9.1 Priprava bakterialni suspenze

Zasobni kultury mikroorganizmt byly pfipraveny pfeockovanim zmrazenych kultur
na pevnou masopeptonovou agarovou pudu na Petrino miskach. Nasledn¢ byly bakterie
ponechany kultivovat pti 30 °C nebo pii 37 °C po dobu 24 hodin dle teplotniho optima

dané¢ho mikroorganizmu:
30 °C:
e Bacillus cereus CCM 2010

e Pseudomonas fluorescens CCM 1969

e Bacillus subtilis susp. spizizenii CCM 4062

37 °C:
e Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
e Micrococcus luteus CCM 732
e Escherichia coli CCM 3954
e Citrobacter freundii CCM 7187
e Salmonella enterica ssp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
e Serratia marcescens CCM 303

e Enterococcus faecalis CCM 3954

Ze zéasobnich kultur byly pfipraveny kalibrované suspenze mikroorganizmi pienesenim

inokula do zkumavek se sterilnim fyziologickym roztokem. Suspenze byly upraveny tak,
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aby pocet mikrobidlnich bun€k v suspenzi odpovidal 1. stupni McFarlandovy zédkalové
stupnice.
9.2 Priprava roztoku esencialnich olejii

Jednotlivé esencidlni oleje byly fedény etanolem takovym zplisobem, aby bylo dosazeno

pozadovaného poméru. Pipetované mnozstvi je uvedeno v tabulce 5.

Tab. 5. Pipetované mnozstvi latek pri pripravé roztokii esencidlnich olejii.

Pomér EO:etanol Objem oleje [pl] Objem etanolu [pl]
Netfedény EO 100 0
3:1 75 25

9.3 Difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je jedna z nejstarSich metod stanoveni citlivosti mikroorganizmt
vuci antibiotikiim, esencidlnim olejim ¢i jinym antimikrobidlnim latkdm. Pfi této metodé
je do sterilnich Petritho misek aplikovano horké médium, které po zchladnuti ztuhne

Vv agarovou pldu (nejcastéji pouzivany je Mueller Hinton agar).

Nasledn¢ jsou misky s agarem inokulovany zvolenymi mikroorganizmy. Aplikace inokula
muze byt rizného charakteru a to bud’ aplikace piesn¢ daného objemu inokula mikropipe-
tou a nasledné rozhokejovani po celé agarové plose (viz tato diplomova prace) nebo muze
byt pouzit tampon na tyCince, ktery je namocen do suspenze mikrorganizmi a nasledné
jsou mikroorganizmy tamponem rozetieny po agarové pude. Nevyhodou druhé moznosti je

nepiesné mnozstvi inokula na agarovych pudach.

Na kazdou agarovou plotnu bylo v této diplomové praci aplikovano mikropipetou 100 pl
mikrobialniho inokula (kalibrované suspenze). Po zaschnuti inokula na agarovych plotnach
dochdazi k aplikaci diskli bud’ sterilni jehlou nebo sterilni pinzetou tak, aby byly disky rov-

nomérn¢ rozmisténé a aby byl dostatek prostoru pro vytvoireni inhibi¢ni zény kolem diskd.
Nasledné bylo na disky pipetovano potiebné mnozstvi esencialnich oleju za pomoci mik-
ropipety. Na jednotlivé disky byl pipetovan nefedény esencialni olej, EO fedény etanolem

(3:1). Na kontrolni disky byl pipetovan samotny etanol a demineralizovana voda.
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Zaockované misky byly kultivovany 24 hodin v termostatu pfi teploté zvolené podle druhu
mikroorganizmu. Po uplynulém case byly odecitany vysledky pomoci méfeni priméru
inhibi¢ni zony. Zakladem metody je difize testované latky z disku do okolniho média.
Pokud je na tuto latku naoCkovany mikroorganizmus citlivy, dojde kolem disku k vytvote-

ni radidlni inhibi¢ni zény, tedy zony bez nariistu bunék.

9.4 Priprava mikroemulzi jednotlivych esencialnich oleji

V diplomové praci bylo pouzito Sest esencidlnich olejii, které byly pouzity pro piipravu
mikroemulzi. Tyto mikroemulze obsahovaly nejen esencialni olej, ale i surfaktant Tween
20 a denaturovany etanol jako ko-surfaktant. Tenzid Tween 20 je schopen velmi dobie
tvofit emulze typu olej ve vod¢ (o/v) a to diky své hodnot¢ HLB, ktera odpovida 16,7.

Vodnou fazi tvofila pii pfipravé emulzi demineralizovana voda.

Slozeni jednotlivych mikroemulzi je uvedeno v Tab. 6. K navazenému mnozstvi oleje
a etanolu bylo pridano piislusné mnozstvi Tweenu 20 a roztok byl dikladné michan
na Vortexu. Nasledné byla k roztoku ptidana voda. Takto pfipravend mikroemulze byla
sterilizovana filtraci pomoci stfikackovych filtri o porozité 0,22 pm. Stabilni mikroemulze
jsou homogenni a ¢iré. Pro pfipravu stabilnich mikroemulzi n€kterych olejt byl nutny vys-

§i piidavek surfaktantu (Tab. 6).

Tab. 6. Kvantitativai a kvalitativni sloZeni mikroemulzi..

Mikroemulze | MnozZstvi oleje MnoZtvi MnoZstvi MnoZzstvi vody
zEO [a] etanolu [g] surfaktantu [g] [a]
Hiebicek plody 0,1 0,1 0,8 9,0
Maita kaderava 0,1 0,1 0,9 9,0
Konopny olej 0,1 0,1 0,8 9,0
Skorice kura 0,1 0,1 0,9 9,0
BIO m. peprna 0,1 0,1 0,8 9,0

Mata lucni 0,1 0,1 0,8 9,0
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9.5 Mikrodilu¢ni metoda stanoveni antibakterialni aktivity EO

Dilu¢ni metody se fadi mezi kvantitativni metody, kterymi je mozné stanovit minimalni
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rast testovaného mikroorganizmu. V piedkladané diplomové praci byla zvolena tzv. mik-

rodilu¢ni metoda vyuzivajici mikrotitracni desticky s 96 jamkami.

Pro sledovani antimikrobialni aktivity zvolenych esencialnich oleji byly piipraveny mik-

roemulze fedéné kultivatnim médiem MPB. Testovana fedéni jsou uvedena v Tab. 7.

Tab. 7. Zasobni roztoky mikroemulzi s MPB,

Pomér ME:MPB Mikroemulze [ml] MPB [ml]
1:1 1,500 1,500
1:4 0,750 2,250
1:7 0,375 2,625

Nasledné doslo k rozpipetovani takto pfipravenych fedéni do jamek mikrotitraéni desticky.
Do kazdé jamky bylo pipetovano 200 ul média s mikroemulzi. Do prvniho fadku bylo pi-
petovano ¢isté médium MPB, tyto jamky slouzily jako pozitivni kontrola. Do druhého tad-
ku byla pipetovana ¢ista mikroemulze testovaného oleje a nasledné do dalsich fadkt byly
pipetovany mikroemulze v rizném fedéni. Pro kazdé fedéni mikroemulze byly na desticce

vyhrazeny dvé fady jamek, kazda po dvanacti.

Poté byly jednotlivé jamky zao¢kovany kalibrovanou suspenzi jednotlivych mikroorgani-
zmi a to tak Ze pro kazdy mikroorganizmus byly vyhrazeny dva sloupce dané desti¢ky
(8 jamek). Prvni a druhy sloupec kazdé desticky zlstal nezaockovan a slouzil jako negativ-

ni kontrola. Suspenze mikroorganizmu byly do jamek pipetovany v objemu 5 pl.

Takto ptfipravené mikrotitracni desticky byly kultivovany v termostatu pii 30 nebo 37°C
po dobu 24 hodin. Po skonceni kultivace byla pomoci spektrofotometru méfena opticka

denzita v jednotlivych jamkach. VInova délka pro méteni denzity byla 660 nm.

Vysledky byly vyjadieny jako index ristu (%), ktery byl vypocten pro jednotlivé jamky

podle nasledujiciho vztahu.
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IR = 100 — (—
ODpg - ODyg
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Kde:

IR — index ristu [%]

ODggo— hodnota optické denzity suspenze v médiu s pridavkem mikroemulze
ODpk — hodnota optické denzity pozitivni kontroly

ODnk — hodnota optické denzity negativni kontroly
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

Esencialni oleje ziskané z rostlin ¢asto vykazuji biologickou aktivitu, antibakterialni, anti-
fungalni, antivirové, insekticidni a antioxida¢ni vlastnosti [58, 59]. U esencialnich oleju
byla popsana antimikrobialni aktivita proti riznym druhtim mikroorganizmi, grampozitiv-

nim a gramnegativnim bakteriim, jakoz i proti kvasinkam, plisnim a virim.

Cilem prace bylo zhodnotit antibakterialni aktivitu péti esencialnich oleju a pro tuto praci
byly zvoleny Ctyfi druhy grampozitivnich a Sest druhli gramnegativnich bakterii vyznam-

nych v potravinaiském a kosmetickém primyslu.

Antimikrobidlni aktivita EO byla sledovana pomoci difuzni diskové metody a mikrodilu¢ni
metody. V nasledujicim textu jsou nejprve uvedeny vysledky ziskané diskovou metodou, a

poté jsou popsany vysledky ziskané mikrodilu¢ni metodou.
10.1 Difazni metoda

10.1.1 Vliv esencialnich olejii na rist grampozitivnich bakterii

Schopnost esencidlnich oleji inhibovat rist grampozitivnich bakterii byla hodnocena mé-
fenim pruméru vzniklych inhibi¢nich zo6n. Hodnoty naméfené pro jednotlivé mikroorgani-

zmy a rizna fedéni esencidlnich oleji jsou uvedeny v Tab. 8.

Po provedeni diskové difuzni metody bylo zjisténo, Ze Zadny z pouZitych esencialnich ole-
jbi neplsobi vyznamné inhibicné na vSechny pouZité grampozitivni mikroorganizmy,
a to ani v nefedéné form¢. Na zakladé namétenych inhibi¢nich zon, které jsou uvedeny
v tabulce 8 lze soudit, ze nejvétsi inhibiéni ucinek mél esencialni olej z kury skofice a poté
olej ziskany z maty kadefavé.

Nejvyssi naméfené hodnoty u esencidlnich oleji jsou v tabulce barevné zvyraznény.
Ostatni esencialni oleje mély inhibi¢ni zonu vétsi nez 0,9 cm, coz znacilo, ze alespon néja-
ky prokazatelny inhibi¢ni u¢inek kazdy z esencialnich olejit mél.

Jedinym pftipadem, kde nebyla zjisténa zadna inhibicni zona byl konopny olej v ptipadée

mikroorganizmu Micrococcus luteus CCM 732.
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Tab. 8 Vliv esencidlnich olejit na rist grampozitivnich bakterii.

Zkoumany Pomér Velikost inhibi¢ni zény [cm]
mikroorganismus | EO:Etanol KON MK | ML TBMP | HP SK
Staphylococcus 1:0 1,0 1,9 1,3 1,5 1,3 2,5
aureus subsp. 311 11 | 16 | 12 | 15 | 1,1 | 24
aureus CCM 3953
Bacillus cereus 1:0 1,2 1,8 1,1 1,0 11 1,7
CCM 2010 31 11 | 16 | 10 | 14 | 1.0 | 15
Bacillus subtilis 1:0 1,0 1,3 1,2 1,3 11 1,7
susp. spizizenii
3:1 0,9 11 1,2 1,1 11 1,6
CCM 4062
Micrococcus lu- 1:0 - 1,1 1,6 1,1 1,4 2,0
teus CCM 732 31 T [ 10 | 14 | 12 | 13 | 19
Kde:
KON — konopny olej BMP — Bio mata peprna
MK — mata kadetava HP — hiebicek plody
ML — mata lu¢ni SK — skofice kura

Dale je z namétenych vysledkl patrné, ze velikost inhibi¢ni zony u fedénych oleji byla
mensi neZ u EO, které byly na disky aplikovany v nefedéné formé¢. Rozdily ve velikosti
zo6n vSak nebyly pfili§ velkeé.

v

Nejvyraznéjsi inhibi¢ni u€inky je mozné pozorovat u esencidlniho oleje z kiry skofice
u mikroorganizmu Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 a u Micrococcus lu-
teus CCM 732. U ostatnich testovanych mikroorganizmti byla také naméfena urcita inhi-
bi¢ni zona, ale nikoliv tak vyrazna. U esencialniho oleje z maty kadetavé byla naméiena
nejvétsi inhibi¢ni zoéna u mikroorganizmu Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM
3953 a u Bacillus cereus CCM 2010. U ostatnich mikroorganizmi byl taktéz pozorovan

vznik inhibi¢nich zon kolem diskd s olejem, ale tyto zony nebyly zdaleka tak vyrazné.
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10.1.2 Vliv esencialnich oleji na rist gramnegativnich bakterii

Vysledky ziskané diskovou difizni metodou pro gramnegativni bakterie jsou uvedeny
v tabulce 9. Stejn¢ jako u grampozitivnich bakterii bylo i zde mély jednotlivé oleje rozdil-
né inhibi¢ni G¢inky na rtizné druhy gramnegativnich bakterii, které byly pro praktickou

¢ast vybrany.

Nejvyssi inhibi¢ni ucinky vykazoval esencidlni olej z klry skofice, ktery ptsobil velmi
inhibi¢né na vétSinu pouzitych gramnegativnich mikroorganizmu. Inhibi¢ni zoény vétsi nez
1,8 cm byly zaznamenany u bakterii Citrobacter freundii CCM 7187, Salmonella enterica
ssp. enterica CCM 4420, Enterococcus faecalis CCM 3954 a na Serratia marcescens CCM
303. V piipadé Pseudomonas fluorescens CCM 1969 doslo k také inhibici rdstu tohoto

mikroorganizmu, avsak ne tak vyrazné jako tomu bylo u zbyvajicich bakterii.

Tab. 9 Piisobeni esencidlnich olejit na gramnegativni bakterie.

ZKkoumany Pomér Inhibi¢ni zé6na kolem esencialniho oleje [cm]
mikroorganismus | EO:Etanol KON T MK T ML 1 BMP | HP SK
Pseudomonas fluo- 1:0 - 0,7 - 1,4 1,6 1,4

M1
rescens CCM 1969 31 - - - 12 13 12
Citrobacter freun- 1:0 - 1,3 1,5 2,2 15 2,4
dit CCM 7187 31 T 12 | 13 | 22 | 13 | 22
Salmonella enteri- 1:0 - 1,4 1,4 2,3 1,4 2,2
ca ssp. enterica
3:1 - 1,2 1,3 2,2 1,3 2,2
CCM 4420
Serratia mar- 1:0 - 1,7 1,1 1,9 1,1 1,9
cescens CCM 303 37 T 14 | 11 | 18 | 11 | 18
Enterococcus fae- 1:0 - 1,1 0,8 2,2 0,8 2,2
calis CCM 3954 31 T 11 | 08 | 20 | 08 | 22
Kde:
KON — konopny olej BMP — Bio méata peprna
MK — mata kaderava HP — hiebicek plody

ML — mata luéni SK — skofice kara
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Znacné inhibi¢ni ucinky vykazoval taktéz esencidlni olej ziskany z maty Iucni,
ktery na vétSinu gramnegativnich bakterii ptsobil antibakteridlné. Nejvyssi inhibice byla
naméfena u Salmonella enterica ssp. enterica CCM 4420, poté u Citrobacter freundii
CCM 7187, Enterococcus faecalis CCM 3954 a nasledné u Serratia marcescens CCM 303.

Podstatné mensi inhibi¢ni zona byla naméfena u Pseudomonas fluorescens CCM 19609.

v

Nejniz8§i inhibi¢ni aktivita byla zjisténa u konopného oleje, ktery u zadné
z gramnegativnich bakterii nevykazoval zadné¢ znamky inhibice rustu testovanych mikro-
organizmu. Podstatn¢ 1épe na tom byl esencialni olej ziskany z maty lu¢ni a z maty kade-
favé. Kultury, u kterych byly naméteny nejvyssi hodnoty priiméru inhibi¢nich zén pro da-

ny olej, jsou opét v tabulce barevné zvyraznény.
10.2 Mikrodiluéni metoda u grampozitivnich mikroorganizmii

10.2.1 Vliv esencialnich oleji na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Na obrazku 1 je graficky znazornén vliv mikroemulzi s pfidavkem esencidlnich oleji na
rust S. aureus. Z obrazku je patrné, Ze nejvétSiho inhibi¢niho G¢inku bylo dosazeno u esen-
cialniho oleje maty lu¢ni a esencialniho oleje maty peprné v biokvalité. Mikroemulze téch-
to oleju ve vSech testovanych fedénich zptsobily témét kompletni inhibici ristu S. aureus

a hodnoty indexu rastu nepiesahly 2 %.

Obdobné inhibi¢ni ¢inky mél 1 hiebickovy olej, o néco vyssi index rlstu byl zaznamenan

u tohoto oleje v nefedéné mikroemulzi (IR 24,51 %).

Esencidlni oleje z maty peprné, maty kadetavé a hiebickovy olej Ize tedy oznacit za oleje
s vysokou antibakterialni aktivitou vici S. aureus. Citlivost této bakterie k esencidlnimu
oleji maty peprné a maty lucni byla popsana i ve studii vypracované na pudé centra

pro vyzkum aromatickych a l1é¢ivych rostlin [61].

S. aureus se vsak zda byt velmi odolny vuci pisobeni skoficového oleje. Velmi nizka inhi-
bice byla patrna u skoficového oleje, ktery pouze pii zfedéni 1:1 (ME:MPB) vykazoval
65,75 %. Pii ostatnich testovanych fedéni mikroemulze byla inhibice S. aureus minimalni
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ny olej a poté olej z maty kadetave.
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Obr. 10 Viiv mikroemulzi esencidalnich olejii na riist Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953.

10.2.2 Vliv esencialnich oleju na rast Bacillus cereus CCM 2010

Stejné jako tomu bylo u S. aureus, i u dalsi grampozitivni bakterie B. cereus byly vyrazné
inhibi¢ni GCinky pozorovany u mikroemulzi s pfidavkem esencidlniho oleje maty lucni

a maty peprné. Vysledky jsou graficky zpracovany na obrazku 11.

Velmi dobré inhibi¢ni u¢innost se projevila taktéZ u hiebickového oleje, ktery vykazoval

ve formé mikroemulze velmi dobrou inhibici B. cereus.

Podstatné niz§i inhibi¢ni uinky byly prokazany u esencidlniho oleje z maty kadetavé,
nasledné u konopného a skoticového oleje.
I u této grampozitivni bakterie byly tedy nejucinnéj$i mikroemulze s matovymi oleji a ole-

jem hiebic¢ku, zatimco niz$i citlivost bakterie byla zaznamenana u oleje skoficového,

konopného a oleje z maty kadetavé.
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Obr. 11 Vliv mikroemulzi esencidalnich olejii na rist Bacillus cereus CCM 2010.

Bacillus cereus je vyznamnou kontaminantou potravin i kosmetiky. Diky schopnosti tvor-
by odolnych endospor jej lze zafadit mezi relativné odolné bakterialni druhy. V citlivosti
k antimikrobialnim latkam se vSak jednotlivé druhy v ramci rodu Bacillus mohou vyznam-
né lisit. V nasledujici podkapitole jsou uvedeny vysledky ziskané pro Bacillus subtilis
[61, 62].

10.2.3 Vliv esencialnich oleji na rast Bacillus subtilis susp. spizizenii CCM 4062

Na obrazku 12 je graficky znazornéno inhibi¢ni ptisobeni esencidlnich olejii na bakterii
Bacillus subtilis susp. spizizenii CCM 4062. Nejvétsi inhibi¢ni udinek byl pozorovan
u mikroemulze obsahujici olej maty peprné, velmi G¢inné byly i mikroemluze hiebickové-
ho oleje. U obou téchto olejii byla pozorovéna témet Gplna inhibice ristu této bakterie a
hodnoty indexu riistu s vyjimkou jednoho fedéni hiebickového oleje neptesdhly 2,5 %.
Podstatné vyssi index rastu byl zaznamenan u esencidlniho oleje z maty lu¢ni, maty kade-

favé, konopného oleje a skoticového ole;j.

Stejné jako u ostatnich testovanych grampozitivnich bakterii, i u B. subtilis mély nejvétsi

inhibi¢ni vliv mikroemulze obsahujici EO maty peprné a EO hiebicku. U této grampozi-
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tivni bakterie vSak nebyl pozorovan tak vyrazny ti¢inek ostatnich matovych oleji, tedy EO
maty luc¢ni a EO maty kadetavé. B. subtilis byl vii¢i piisobeni mikroemulzi s EO odoln¢;si
nez druhy testovany druh rodu Bacillus, B. cereus. Lze tedy konstatovat, Ze mira citlivosti
¢1 rezistence k urCitym esencidlnim olejim je druhové zavisla a miize se liSit 1 u zastupct
jednoho rodu. Rozdilnad ucinnost ur¢it¢tho EO na rGzné druhy téhoz rodu, a dokonce

I na rizné kmeny v ramci jednoho druhu, byla popsana i v odborné literatuie [1].
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Obr. 12 Vliv mikroemulzi esencidlnich olejii na riist Bacillus subtilis susp. spizi-

zenii CCM 4062.

10.2.4 Vliv esencialnich oleji na riast Micrococcus luteus CCM 732

Posledni testovanou grampozitivni bakterii je Micrococcus luteus. Micrococcus spp. a tizce
piibuzné rody jsou obecné povazovany za neskodné saprofyty pii osidlovani kuze ¢i slizni-
ce, nicméné mohou byt také oportunnimi patogeny. Vyznamné jsou mikrokoky zejména
z hlediska bezpecnosti kosmetickych prostredki, a to diky tomu, Ze spolecné se stafyloko-

ky tvoti dominantni slozku mikroflory ktize [63].
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Na zaklad¢ grafu, ktery je vyobrazen na obrazku ¢. 13, je patrné, Ze esencialni olej,
ktery nejvice inhibuje rust M. luteus je olej maty peprné. V piitomnosti mikroemulze toho-

to oleje mikrokoky prakticky nerostou, a to dokonce ani pfi nejvyssim fedéni.
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Obr. 13. Viiv mikroemulzi esencialnich olejii na riist Micrococcus luteus CCM 732.

Inhibice rastu M. luteus byla pozorovana i v piipadé¢ mikroemulze s hiebickovym olejem,
kdy se hodnota indexu rtustu pohybuje u vsech testovanych fedéni mezi 20 — 60 %. I u této
bakterie byla sledovana vyznamné odlisna inhibiéni aktivita riznych matovych oleja. EO
maty peprné pusobi témét kompletni inhibici rastu, u EO maty luéni neklesla hodnota in-

dexu rastu pod 50 % a nejmensi antimikrobni ptisobeni vykazoval EO maty kadetavé.

V piipadé konopného oleje a maty kadetavé dochazi se zvySujicim se fedénim mikroemul-
zi MPB médiem k rostoucimu narustu bakterii, kdy u konopného olej pii zfedéni 1:7 do-
chdzi k narustu az 70,59 %. V porovnéni s ostatnimi grampozitivnimi bakteriemi se jevi

o 24

Micrococcus luteus CCM 732 jako nejodolnéjsi k mikroemulzim esencialnich olej.

Vysledky ziskané pro grampozitivni bakterie 1ze shrnout konstatovanim, ze tyto bakterie

jsou citlivé na pfitomnost esencialnich oleji ve formé mikroemulze. Nejucinnéjsi jsou ole-
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je matové a olej z ploda hiebicku. Tyto oleje by tedy mohly byt vyuzity jako ingredience
kosmetickych prostiedktl, které by pfispély k celkoveé vyssi antimikrobialni ochrané kos-

metiky.
10.3 Mikrodilu¢ni metoda u gramnegativnich mikroorganizmi

10.3.1 Vliv esencialnich oleji na rist Citrobacter freundii

Z grafu na obr. 14 je evidentni, Ze nejvétsi inhibice bakterie Citrobacter freundii CCM
7187 byla namétfena u mikroemulze matového oleje, kde se index riistu blizil 1 pfi nejvét-
§im zfedéni nulovym hodnotdm. Velmi podobnych vysledki bylo dosazeno u hiebickové-
ho oleje, kde pouze u tfedéni 1:4 byl zjist€n mirny rast C. freundii a index rustu
byl 13,48 %. U dalsich fedéni hiebickového oleje byl index rastu blizky nulovym hodno-

tam.

m Redéni1:1 B Redéni 1:4 m Redéni 1:7 B Nefedéna ME
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Konopny olej Mata k. Skofice Bio mata p. Hrebicek Mata lucni

Esencialni oleje

Obr. 14. Viiv mikroemulzi esencialnich olejii na rist Citrobacter freundii CCM
7187.
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Citrobacter freundii CM 7187 vykazoval vyssi index rastu u esencialniho oleje ziskaného

Z maty lu¢ni, maty kadetavé, skofice kiiry a nejvyssi index rustu u konopného oleje.

U téchto Ctyf zmiflovanych olejii byl nejvyssi index rlstu u ziedéni 1:7 (EO:MPB).
To znamend, ze u velkého zfedéni mikroemulzi esencialnich oleji byly bakterie inhibova-

ny méng.

10.3.2 Vliv esencialnich oleji na riast Escherichia coli CCM 3954

Escherichia coli je zcela bézny komenzal tlustého stieva. Pii fekalnim zne€isténim putuje
do vody, kde mize piezit az fadu tydnu. E. coli slouzi jako jeden z nejbéznéjsich indikato-
ra fekalni kontaminace vody a je vyznamnou kontaminantou potravin i kosmetickych pro-

stiedku.

Spravna hygienickd a bezpe¢na manipulace s potravinami, kosmetickymi prosttedky
¢i farmaky, stejné tak spravné zvoleny inhibi¢ni prostfedek, jsou kli¢em k prevenci Sifeni
E. coli [62].

Na obrazku ¢. 15, ktery znazorniuje inhibi¢ni vliv mikroemulzi ziskanych ze Sesti druht
esencialnich oleju, je patrné, ze nejicinnéj§im olejem schopnym branit ristu E.coli je olej

maty peprné, velmi U€¢inny je i hiebickovy olej.

B Redéni 1:1 B Redéni 1:4 m Redéni 1:7 H Nefedénd ME
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Obr. 15. Vliv mikroemulzi esencidlnich olejit na rust Escherichia coli CCM
2054
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V ptitomnosti mikroemulze EO maty peprné je rast této bakterie prakticky uplné potlacen,

a to ve vSech testovanych fedénich.

U hiebickového oleje bylo dosazeno obdobnych vysledki jako je tomu u EO maty peprné.
V piipadé hiebickového oleje dochazi k narustu mikroorganismi pfi koncentraci mikro-
emulze:MPB v poméru 1:4. U konopného oleje nebyl pozorovan téméf zadny inhibicni
ucinek, u ostatnich oleji byla prokazana pouze Caste¢na inhibice ristu E.coli, a to prede-
v§im v niz§ich fedéni mikroemulze.

U této gramnegativni bakterie byl stejné€ jako u vSech bakterii grampozitivnich pozorovan
vyrazny antibakteridlni u¢inek mikroemulze s EO maty peprné. Zda se tedy, ze spektrum

ucinku tohoto oleje je pomérné Siroké.

10.3.3 VIliv mikroemulzi esencialnich oleji na rast Salmonella enterica ssp. enterica
ser. Enteritidis CCM 4420

Rod Salmonella patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni,
nesporulujici a gramnegativni ty¢inky. Vyznaénymi faktory virulence jsou u salmonel en-
terotoxin a endotoxin. Endotoxiny jsou souéasti povrchové membrany gramnegativnich
bakterii. U salmonel je endotoxin spojen s antigennim polysacharidem, ktery je lokalizo-
vany na vné&j§im povrchu membrany. Tento antigen chrani salmonely pied bakteriolytic-

kym ucinkem antimikrobialnich latek [60].

Na obrazku 16 je graficky znazornén rust bakterie Salmonella enterica ssp. enterica ser.
Enteritidis CCM 4420 v pfitomnosti mikroemulzi esencialnich oleji. Podobné jako
u E. coli ma nejvyssi inhibicni vliv EO maty peprné.

Znacné inhibi¢ni uCinky jsou také viditelné u hiebickového oleje, kde nejvetsi inhibice je
prokazatelnd u fedéni mikroemulze s MPB v poméru 1:1 pfi indexu rustu 0,68 %.

U ostatnich fedéni byl index rtistu také velmi nizky.

Nejvyssi index ristu byl zaznamenan u mikroemulze konopného oleje, kde se index riistu
blizil aZ k hodnotam 90 %. Se znateln¢ nizSim inhibi¢nim u¢inkem byl vyhodnocen olej
Z maty kadefavé a nasledné€ olej z maty lu¢ni a skotice. V ptipadé konopného oleje a sko-
ficového oleje dochazi k postupnému naristu hodnot IR se zvySujicim se fedénim mikro-

emulzi esencidlnich oleji.
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Obr. 16. VIiv mikroemulzi esencidlnich olejii na rist Salmonella enterica ssp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420.

10.3.5 Vliv esencialnich oleju na rust Serratia marcescens CCM 303

Serratia marcescens je gramnegativni bakterie, ktera je fazena do ¢eledi Enterobacteriace-

ae stejné jako vétSina z testovanych gramnegativnich druht [60].

Esencialni olej maty peprné ve formé mikroemulze vykazoval pti vSech testovanych fedéni
vyrazny inhibi¢ni u€inek na rist této bakterie. Mikroemulze ptipravend z esencidlniho ole-
je hiebicku méla o néco nizsi inhibi¢ni u€inky, kdy nejvyssi inibice bylo dosazeno pii fe-
déni 1:1, kdy byl vypocten index rastu 6,69 %. Pti fedéni 1:7 byla hodnota index rtstu
mirné vyssi, 10,48 %.

Mezi esencialni oleje s nejmensim antibakterialnim G¢inkem na S. marcescens lze zafadit
esencialni olej z maty kadetfavé, maty lucni a skofice. Pfi¢emz u mikroemulze maty kade-
favé byl pii fedéni 1:4 index ristu dokonce 91,63 %. U vsech bakterii ¢eledi Enterobacte-
riaceae bylo dosazeno podobnych vysledkd, s jedinym rozdilem, kterym je mirné vyssi

citlivost S. marcescens ke konopnému oleji.
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Obr. 17. Vliv esencialnich olejii neredénych a redénych ve formé mikroemulze

na rust Serratia marcescens CCM 30.3

10.3.6 Vliv esencialnich oleju na rast Enterococcus faecalis CCM 3954

Enterococcus faecalis je gramnegativni bakterie, ktera se fadi do ¢eledi Enterococcaceae.
Na obrazku 18 je patrné, Ze mikroemulze s EO maty peprné vykazuje nejvétsi inhibi¢ni
ucinek na enterokoky. Tento olej je vysoce u¢inny coby inhibitor ristu testovanych bakte-
rii [60, 61].

U vSech grampozitivnich i gramnegativnich bakterii byly hodnoty indexu riistu vypocétené
pro vSechna fedéni pod hranici 5%. Velmi siln¢ inhiboval rust E. faecalis i olej hiebickovy,

ktery byl opé€t velmi G¢inny i u ostatnich bakterii vybranych pro tuto diplomovou praci.
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Obr. 18. Vliv esencialnich olejii neredénych a redénych ve formé mikroemulze

na rist Enterococcus faecalis CCM 3954.

Ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi byly gramnegativni mikroorganizmy shledany
jako o néco méné citlivé k ptitomnosti n€kterych esencidlnich oleji jako je naptiklad EO
maty kadefavé a maty lucni. Rozdily v citlivosti 1ze pficist rozdilu ve stavbé bunécné sté-
ny. U gramnegativnich bakterii je soucasti bunécné stény i vnéj$i membrana, jez brani pro-

stupu latek hydrofobniho charakteru, tedy i slozek esencialnich oleju [59, 60, 63].

Mechanizmus antimikrobidlniho ucinku esencidlnich oleji miize byt rGzny a zavisi
na konkrétnim sloZeni oleje. Cilem ataku mohou byt lipidy cytoplazmatické membrany.
Naruseni lipidové struktury membréany ovliviiuje jeji zakladni funkce. Membrana se stava
propustnou, coz vede k uniku dualezitych latek z bun€k a k naruSeni stalého vnitiniho pro-
stiedi. Fyzikéalni podminky, které zlepSuji inhibi¢ni aktivitu EO jsou nizké pH, nizka teplo-
ta a nizka hladina kysliku [58, 64]. Antimikrobialni G¢inek esencialnich oleji muze byt
také zplsoben naruSenim funkce rtiznych enzymatickych systémi, jenz jsou zapojeny

do procesu ziskavani energie a syntézy strukturnich komponent bunék [65].

Ziskané vysledky naznacuji moznost aplikace nékterych esencialnich oleji coby antimik-

robialnich latek v potravinaiském a kosmetickém primyslu. Vyraznou antibakterialni akti-
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vitu mél predevs§im olej maty peprné, ale i olej hiebickovy a nékteré dalsi. Tyto oleje Gcin-
né potlacovaly rust testovanych bakterii, které pfedstavuji vyznamné kontaminanty potra-
vin a kosmetickych prostiedkt. Pro takové aplikace by vSak bylo tieba oleje testovat ptimo
Vv realnych podminkéch, tedy v konkrétni potraviné ¢i kosmetickém vyrobku. Obecné totiz
plati, ze pro dosaZzeni stejné UcCinnosti v redlném systému jako v syntetickém médiu,

je zpravidla nutna vyssi koncentrace antibakterialni latky [60, 62, 66].

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity pouzitych esencidlnich olejii byla nejprve pouzita
diskova difuzni metoda. Teprve poté byla aplikovana mikrodilu¢ni metoda. Obvykle se
difuzni metody vyuzivaji jako metody orientacni, zatimco dilu¢ni metody jsou citlivéjsi
a presnéjsi. Vysledky ziskané témito metodami v pfedkladané praci nelze pfimo srovnat,
vzhledem k tomu, ze pii diluéni metodé byly oleje testovany ve formé mikroemulze.
Tato forma byla nutnd z diivodu nizké rozpustnosti olejii ve vodném kultivaénim médiu.
Presto vsak lIze fici, Ze obéma metodami byl prokdzan inhibi¢ni G¢inek EO na rist bakterii.
Obéma metodami byla také potvrzena antibakteridlni aktivita esencialniho oleje maty pe-

prne.
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ZAVER
Pomoci naméfenych dat zaznamenanych V praktické ¢asti této diplomové prace Ize vyslo-

vit nasledujici zavérecna tvrzeni:

e Esencialni oleje maji vliv na rust bakterialnich kultur a tento vliv je zavisly na dru-
hu esencialniho oleje, stejné jako na druhu mikroorganizmu, na ktery olej pisobi.

e Bylo zjisténo rozdilné antibakterialni ptsobeni u esencialnich oleji ziskanych
Z riznych druhti rostlin stejného rodu. Jednalo se o tfi esencidlni oleje ziskané
Z maty peprné, kadetavé a maty lucni.

e Rozdilnou citlivost k ur¢itému esencialnimu oleji Ize pozorovat u bakterii stejného
rodu, avsak rizného druhu. Citlivost k olejiim je tedy druhové zavisla.

e V diplomové praci byla potvrzeno obecné tvrzeni, ze gramnegativni bakterie jsou
o néco méné citlivé vii¢i pisobeni esencialnich olejii, nez grampozitivni bakterie.

¢ NejucinngjSim esencidlnim olejem z hlediska schopnosti inhibovat rast bakterii byl
EO maty peprné v biokvalité. Tento olej mél vyznamné inhibi¢ni €¢inky na gram-
pozitivni 1 gramnegativni bakterie a jeho antibakteridlni aktivita byla potvrzena jak
pii diftizni diskové metod¢, tak 1 pfi mikrodilu¢ni metodé¢.

e Pii diftzni metodé byl velmi G¢innym inhibitorem rustu bakterii olej z kiry skofi-
ce. Pfi mikrodilu¢ni metodé vSak tento olej ve formé mikroemulze tak vyraznou
inhibi¢ni aktivitu nemél.

e Znacné inhibic¢ni ucinky na rist bakterii mél i EO z hiebic¢ku a olej maty luéni a ka-
detavé.

e Esencidlni oleje, a to predev§im oleje matové a olej hiebickovy, by mohly mit po-
tencial pro vyuziti v kosmetickém ¢i potravindiském priamyslu. Pokud by byly tyto
oleje soucasti kosmetického piipravku v dostatecné koncentraci a vhodné formé,

mohlo by to vést ke zvySeni antimikrobidlni ochrany vyrobku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EO Esencialni ole;j.

MPB  Masopeptonovy bujon.
MPA  Masopeptonovy agar.
KON  Konopny ole;j.

MK  Mata kadetava.

ML Mata lucni.

BMK Bio mata peprna.

HP Hiebicek plody.

SK Skofrice kura.
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