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ABSTRAKT 

Diplomová práce se zabývá vlivem aktivních látek esenciálních olejů na biofilmpozitivní 

bakterie, které mohou znehodnocovat potraviny a kosmetické produkty. V teoretické části 

je popsána charakteristika esenciálních olejů a biofilmu a popis aktivních látek. 

V experimentální části práce je popsána použitá metodika a zhodnoceny výsledky inhibič-

ních účinků aktivních látek na růst bakterií a jejich tvorbu biofilmu. Testované bakterie 

byly nejvíce citlivé na přítomnost cinnamaldehydu, ale byly prokázány i inhibiční účinky 

karvakrolu a thymolu. Nejcitlivější byl na přítomnost těchto látek Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM 48, kdy MIC růstu cinnamaldehyd : karvakrol : thymol byla stanovena 

na 6,25 : 50 : 25 mg/l a Enterococcus faecalis CCM 4224 s MIC pro cinnamaldehyd a ka-

rvakrol 6,25 mg/l a thymol 50 mg/l. Karvakrol dokázal potlačit tvorbu biofilmu 

v koncentraci 250 mg/l u Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224 

a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, i přestože bakterie byly schopné růstu. 

 

Klíčová slova: esenciální oleje, thymol, karvakrol, cinnamaldehyd, biofilm, difúzní meto-

da, diluční metoda, detekce biofilmu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The thesis focuses on the influence of active substances of essential oils on biofilm-

positive bacteria which can devalue food and cosmetics products. The theoretical part 

describes the characteristics of essential oils and biofilm and description of active substan-

ces. The experimental part defines the used methodology and the results of the inhibitory 

effects of active substances on the growth of bacteria and their biofilm formation are eva-

luated. Tested bacteria were the most susceptible to the presence of cinnamaldehyde, but 

the inhibitory effects of carvacrol and thymol were also demonstrated. The most sensitive 

to the presence of these substances was Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, where 

the MIC of growth of cinnamaldehyde : carvacrol : thymol was set at 6,25 : 50 : 25 mg/l 

and Enterococcus faecalis CCM 4224 with MIC for cinnamaldehyde and carvacrol was set 

at 6,25 mg/l and thymol at 50 mg/l. Carvacrol was able to inhibit biofilm formation at con-

centration of 250 mg/l in Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224 

and Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, even though the bacteria were able to 

growth.  

 

Keywords: essential oils, thymol, carvacrol, cinnamaldehyde, biofilm, diffusion method, 

dilution method, biofilm detection  
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ÚVOD 

Biofilm je složité společenství mikroorganismů, které adheruje k biotickému nebo abiotic-

kému povrchu. Biofilmy se tvoří ve formě lepkavého slizu, složeného z polysacharidů, 

bílkovin a jiných organických složek a nachází se v přírodním, klinickém a průmyslovém 

prostředí. Bakterie uvnitř biofilmu mají narozdíl od planktonických buněk pozměněné fy-

ziologické a fenotypové vlastnosti (odlišnou rychlost růstu, změny v expresi genů), jsou 

odolnější vůči antibiotikům a chemickým látkám, což má negativní vliv a dopad na lidské 

zdraví. Mohou mít však pro lidstvo i prospěšnou roli ve výrobě produktů jako je sýr, pivo 

a víno nebo mohou čistit odpady, které vyprodukujeme (Rulík, 2011). 

Je obecně známo, že bakterie se snadno adaptují na podmínky vnějšího prostředí, obzvlášť 

pak ve formě biofilmu, kdy se prostřednictvím buněčné komunikace v této činnosti podpo-

rují. Jejich všudypřítomnost, nově vznikající mechanismy odolnosti nebo rezistence vůči 

antibiotikům jsou faktory ohrožující lidské zdraví. Jednou z alternativ v boji proti patogen-

ním biofilmům jsou přírodní látky s biologickou aktivitou. Jejich výhodou je přirozený 

výskyt v okolí bakterií, které tak nemají potřebu se jim bránit, a proto nedochází ke vzniku 

rezistence. Aplikace těchto látek může být řešením, protože přírodní produkty byly pro 

léčbu nemocí používány lidmi již od pradávna a jsou šetrné k životnímu prostředí. 

V posledních letech se o tyto přírodní antimikrobní látky zvýšil zájem. Je prokázáno, 

že éterické oleje pocházející ze široké škály léčivých rostlin, jsou velmi účinnými rostlin-

nými extrakty kvůli obsaženým aktivním látkám, které vykazují potenciální antimikrobní 

vlastnosti. Inhibiční účinek rostlinných extraktů byl testován v několika studiích i na bakte-

rie tvořící biofilm.  

Esenciální oleje mají kvůli antimikrobním účinkům využití v potravinářském průmyslu 

jako konzervační látky a dále jako dochucovadla a antioxidanty. Na trhu existuje řada 

kosmetických přípravků s obsahem esenciálních olejů pro osobní péči za účelem čištění, 

vyživování, zkrášlení a parfémování lidského těla, tudíž nalézají uplatnění i v kosmetickém 

průmyslu při výrobě parfémů, mýdel, krémů, šamponů a čisticích prostředků  

(Başer a Buchbauer, 2020). Kosmetické přípravky definuje v rámci EU Nařízení Evrop-

ského parlamentu a Rady (ES) č. 1223/2009 o kosmetických přípravcích. Podmínky pou-

žívání esenciálních olejů, resp. jejich jednotlivých složek jsou stanoveny v Příloze III toho-

to nařízení. Příloha III obsahuje přehlednou tabulku, kde je definováno 26 možných aler-

genních vonných složek z nichž 18 lze nalézt jako složky esenciálních olejů. Z tohoto dů-
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vodu, musí být uvedeny na obalu nebo přiloženém informačním letáku, pokud je koncen-

trace těchto alergenních látek vyšší než 0,01 % v oplachových přípravcích a vyšší než 

0,001 % v bezoplachových přípravcích (ČESKO, 2009). I když jsou esenciální oleje 

v kosmetice využívány spíše jako vonné látky, mohou také podporovat funkci konzervantů 

a antioxidantů. Kosmetika obsahuje základní minerály, růstové faktory, organické i anor-

ganické sloučeniny a vodu, které poskytují vhodné podmínky pro růst mikroorganismů. 

Kontaminace takových přípravků vede ke změně organoleptických vlastností a může mít 

negativní důsledky na lidské zdraví a kůži. V kontaminovaných kosmetických přípravcích 

převládají rody bakterií jako Bacillus, Citrobacter, Pseudomonas, Salmonella,  

Staphylococcus, rody plísní Aspergillus, Penicillium, a kvasinek Candida a bakterie 

z čeledi Enterobacteriaceae. Protože je většina z nich součástí normální mikroflóry člově-

ka, kontaminace může být způsobena opakovaným používáním přípravku spotřebitelem, 

dále z použitých surovin a přísad anebo v průběhu výroby. Každý výrobce kosmetiky zod-

povídá za mikrobiální nezávadnost svých výrobků a řídí se zásadami správné výrobní pra-

xe (SVP) dle ČSN EN ISO 22716. Kosmetické přípravky a suroviny nemusí být sterilní, 

avšak mikroorganismy přítomné ve výrobku nesmí ovlivnit zdraví spotřebitele a kvalitu 

výrobku, a to i během používání. Pro zajištění kvality a bezpečnosti výrobku existuje nor-

ma ČSN EN ISO 17516, která vymezuje celkový počet aerobních mezofilních mikroorga-

nismů, který musí být do 1×102 CFU/g (ml) u výrobků určených pro oblast okolo očí  

a sliznic nebo pro děti do 3 let, a 1×103 CFU/g (ml) u ostatních výrobků (Dadashi  

a Dehghanzadeh, 2016). 

Tato diplomová práce se zabývá vlivem aktivních látek obsažených v esenciálních olejích 

na tvorbu biofilmu. Konkrétně se jedná o eugenol, linalool, thymol, karvakrol 

a cinnamaldehyd. Pozornost je věnována především metodám, kterými lze stanovit jejich 

inhibiční účinek jak na růst, tak tvorbu biofilmu. Jedná se o diskovou difúzní metodu 

s vyhodnocením inhibičních zón kolem disku, a diluční metodu v mikrotitrační destičce se 

spektrofotometrickým vyhodnocením minimální inhibiční koncentrace růstu. Ke studiu 

bakteriální adheze byla použita Christensenova metoda v mikrotitrační destičce. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA ESENCIÁLNÍCH OLEJŮ 

1.1 Definice esenciálních olejů 

Francouzská agentura pro normalizaci Agence Française de Normalisation (AFNOR) uvá-

dí definici (NF T 75-006): „esenciální olej je produkt získaný z rostlinné suroviny, a to 

suchou či parní destilací nebo mechanickými procesy z epikarpu citrusových plodů, kdy je 

výsledný esenciální olej oddělen od vodné fáze fyzikálními metodami“ (Dhifi et al., 2016). 

Esenciální oleje známé také jako éterické oleje či silice jsou vonné, vysoce těkavé látky 

přítomné v rostlinách. Jedná se o komplexní směsi, tvořené mnoha složkami, které jsou 

obvykle tekuté, někdy i pevné (Ríos, 2016). Většina esenciálních olejů je složena 

z nasycených a nenasycených uhlovodíků, alkoholů, aldehydů, esterů, etherů, ketonů, oxi-

dů, fenolů, terpenů, terpenoidů a dalších aromatických a alifatických sloučenin s nízkou 

molekulovou hmotnosti (Swamy, Akhtar a Sinniah, 2016; Ali et al., 2015). Při pokojové 

teplotě mají obvykle bezbarvou až mírně nažloutlou barvu s aromatickou vůní. Vyznačují 

se nízkou hustotou s výjimkou skořicového a hřebíčkového oleje a vysokým indexem lo-

mu. Jsou špatně rozpustné ve vodě, běžně se rozpouští v organických rozpouštědlech jako 

je ethanol nebo diethylether. Jejich výhodou je dobrá mísitelnost s rostlinnými oleji, tuky 

a vosky a jsou lehce vstřebatelné do pokožky (Ríos, 2016).  

Role éterických olejů v dané rostlině se liší. Může sloužit k opylování, nebo často 

k obrannému mechanismu jako repelent. Jsou také považovány za antifungální 

a antibakteriální látky (Ríos, 2016). Využití nalézají v parfumerii, aromaterapii, 

v potravinářství, farmaceutickém a kosmetickém průmyslu (Dhifi et al., 2016). 

1.2 Chemické složení esenciálních olejů 

Složení každého esenciálního oleje se může lišit v závislosti na určitých podmínkách jako 

je odrůda rostliny, část rostliny, oblast růstu, klimatické změny, doba sklizně nebo pod-

mínky skladování (Elshafie a Camele, 2017). Esenciální oleje jsou složeny z lipofilních 

a vysoce těkavých sekundárních rostlinných metabolitů s nízkou molekulovou hmotností. 

Hlavními složkami esenciálních olejů jsou terpenoidní uhlovodíky. Esenciální oleje ve 

většině rostlin obsahují asi 80 % terpenoidů. Terpenoidní uhlovodíky jsou tvořeny přesmy-

kem jedné či více izoprenových jednotek. V závislosti na počtu izoprenových jednotek se 

dělí na hemiterpeny (jedna jednotka; C5H8), monoterpeny (dvě jednotky; C10H16), seskvi-

terpeny (tři jednotky; C15H24) a diterpeny (čtyři izoprenové jednotky; C20H32) (Hashemi, 
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Mousavi Khaneghah a de Souza Sant'Ana, 2017). Monoterpeny a seskviterpeny jsou hlav-

ními složkami esenciálních olejů. Mezi nejčastější monoterpeny patří α a β-pinen (olej  

z pryskyřice jehličnatých stromů), geraniol (olej z damašské růže), linalool (olej 

z koriandru), menthol (mátový olej) a limonen (citrónový olej). Mezi příklady seskviterpe-

nů lze zařadit santalol (olej ze santalového dřeva) a bisabolol (heřmánkový olej). Některé 

rostliny mají esenciální olej tvořený aromatickými deriváty odvozenými od allylfenolu. 

Rostliny obsahující tyto sloučeniny jsou vzácnější než rostliny obsahující terpeny. Patří 

mezi ně například eugenol vyskytující se v hřebíčkovém oleji nebo cinnamalaldehyd obsa-

žený ve skořicovém oleji. V esenciálních olejích mohou být také přítomny další těkavé 

sloučeniny. Tyto sloučeniny jsou součástí těch olejů, které byly získány extrakcí rozpouš-

tědly, lisováním nebo pomocí enfleuráže. V mnoha případech se jedná o seskviterpenové 

laktony nebo glykosidy. Mezi takové sloučeniny lze zařadit kumariny obsažené 

v levandulovém oleji a furanokumariny obsažené v esenciálním oleji z bergamotu  

(Ríos, 2016). 

1.3 Biologické účinky esenciálních olejů 

Mezi pozitivní biologické účinky řadíme účinky analgetické, antiseptické, protizánětlivé, 

insekticidní, antivirové, antifungální, mezi negativní pak účinky fototoxické. (Chouhan  

et al., 2017). Z mikrobiologického hlediska nás nejvíce zajímají účinky antibakteriální  

a z hlediska kosmetického či potravinářského účinky antioxidační. 

1.3.1 Antibakteriální účinky 

Mezi výhody esenciálních olejů používaných jako antibakteriálních činidel jsou nízká toxi-

cita, šetrnost k životnímu prostředí a snadné způsoby získávání. (Başer a Buchbauer, 

2020). Antibakteriální mechanismus účinku se liší podle typu esenciálního oleje nebo 

kmene testovaného mikroorganismu (Chouhan et al., 2017). Důležitou vlastností esenciál-

ních olejů je jejich hydrofobicita, která je zodpovědná za zvýšení propustnosti buněčné 

stěny (Dhifi et al., 2016). Díky své lipofilní povaze mohou snadno pronikat do buňky 

(Swamy, Akhtar a Sinniah, 2016). Esenciální oleje mohou inhibovat bakteriální růst (úči-

nek bakteriostatický) nebo bakteriální buňky usmrcovat (účinek baktericidní). Mechanis-

mus účinku esenciálních olejů spočívá ve ztrátě integrity buněčné stěny, čímž dojde ke 

zvýšení její permeability. Poškození cytoplazmatické membrány vede k úniku intracelulár-

ních složek (proteiny, cukry, ATP a DNA). Dalším možným mechanismem účinku může 

být také poškození bakteriálního enzymatického systému (Swamy, Akhtar a Sinniah, 
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2016). Obecně jsou na esenciální oleje citlivější grampozitivní bakterie než gramnegativní 

bakterie. Je to dáno tím, že gramnegativní bakterie mají vnější membránu tuhou, složitější 

a bohatou na lipopolysacharid, čímž je omezena difúze hydrofobních sloučenin. Grampozi-

tivní bakterie jsou obklopeny silnou stěnou peptidoglykanu, která není dostatečně hustá na 

to, aby odolávala antimikrobním látkám. Průnik hydrofobních sloučenin může být také 

usnadněn přítomností lipofilních konců kyseliny teikoové v buněčné stěně (Chouhan et al., 

2017; Pandey et al., 2017). 

Podle Elshafie a Camele, (2017) závisí antibakteriální aktivita rostlinných esenciálních 

olejů hlavně na jejich jednotlivých aktivních složkách, zejména pak na jejich funkčních 

skupinách. Dhifi et al., (2016) uvádí, že esenciální oleje obsahující aldehydy či fenoly jako 

je cinnamaldehyd, citral, karvakrol, eugenol nebo thymol jsou obecně charakterizovány 

nejvyšší antibakteriální aktivitou. Thymol, eugenol a karvakrol mají antibakteriální účinek 

proti širokému spektru bakterií. Působí inhibičně na Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, 

Escherichia coli, Helicobacter pyroli, Lactobacillus sakei, Listeria monocytogenes,  

Salmonella enterica a Staphylococcus aureus. 

Synergický účinek dvou nebo více aktivních látek vede ke zvýšení účinnosti biologické 

aktivity (Elshafie a Camele, 2017). Thymol nebo karvakrol pravděpodobně může zvýšit 

propustnost cytoplazmatické membrány a umožnit tak cinnamaldehydu snadněji difundo-

vat do buňky (Dhifi et al., 2016). Také kombinace esenciálních olejů s antibiotiky může 

snížit rezistenci vůči antibiotikům. Bylo zjištěno, že esenciální oleje z máty peprné, skoři-

cové kůry a levandule modifikují rezistenci na antibiotika, pokud se použijí v kombinaci 

s piperacilinem (Dagli et al., 2015). 

Esenciální oleje mají významnou roli i proti bakteriálním biofilmům. Vykazují baktericidní 

aktivitu proti orálním a zubním patogenům, a proto jsou často součástí ústních vod  

(A. Shaaban, 2020). Svou roli hrají i v potravinářství, kde se používají jako přírodní kon-

zervační činidla. Často zkoumanými druhy bakterií tvořící biofilm jsou stafylokoky, bakte-

rie z čeledi Enterobacteriaceae a potravinový patogen Listeria monocytogenes. Uvádí se, 

že pro inhibici biofilmu jsou zapotřebí dvojnásobně až čtyřnásobně vyšší koncentrace 

esenciálních olejů než v případě planktonických buněk. Studie Kerekes et al., (2015) uvá-

dí, že esenciální oleje mají potenciální vliv na komunikační systém quorum sensing. 

K prokázání účinku bylo použito diskové difúzní metody a modelové bakterie  

Chromobacterium violaceum vylučující pigment violacein, jehož produkce je regulována 
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quorum sensing. Za pozitivní účinek je považován světlý kruh bez pigmentu kolem disku, 

což naznačuje, že buňky přežily, ale jejich komunikace byla přerušena.  

1.3.1.1 Možnosti stanovení antibakteriální aktivity esenciálních olejů 

Vyšetření citlivosti bakterií k antimikrobní látce se provádí s cílem zjistit, zda je mikrob 

citlivý a do jaké míry. Kvantitativně je citlivost přímo vyjádřena minimální inhibiční kon-

centrací (MIC), kdežto kvalitativně (nepřímo), průměrem inhibiční zóny kolem disku. 

Difúzní metoda 

Podstata metody spočívá v rovnoměrném rozetření testovaného mikroorganismu na agaro-

vou plotnu. Poté se na roztěr rozloží papírové disky napuštěné antimikrobiální látkou, nebo 

se antimikrobní látka dávkuje do vyhloubených jamek v agaru. Principem metody je difúze 

látky z disku či jamky horizontálně do okolního agaru v koncentračním gradientu. Účinná 

látka vytvoří kruhovou tzv. inhibiční zónu kolem disku. Citlivost mikroorganismu 

k testované látce se určí z velikosti inhibiční zóny. Velikost zóny je ovlivněna schopností 

antimikrobiální látky difundovat agarem, tloušťkou půdy a rychlostí růstu mikroorganis-

mu. Čím se kmen množí pomaleji, tím je inhibiční zóna při stejné citlivosti kmene větší. 

Test využívá ke kultivaci Mueller-Hinton agar, v němž látky volně difundují. Tento test je 

pouze kvalitativní. Zjišťuje, zda je mikrob rezistentní či citlivý (Schindler, 2010; Bednář, 

1996). 

Diluční metoda 

Tato metoda je kvantitativní a slouží ke zjištění míry citlivosti či rezistence testovaného 

mikroorganismu. Její podstatou je přidání antimikrobní látky do kultivačního media. 

Diluční test se provádí buď v bujonu na polystyrenových mikrotitračních destičkách či 

zkumavkách nebo lze antimikrobní látky přidávat do pevných půd. Principem agarové 

diluční metody je hodnocení minimální inhibiční koncentrace (MIC) na pevných půdách, 

které obsahují dané koncentrace antimikrobních látek. Na půdy je naočkováno inokulum 

a po kultivaci je sledován růst či absence kolonií. V případě dilučního testu na mikrotitrač-

ních destičkách se do jamek dávkuje tekuté médium obsahující různé koncentrace inhibič-

ních látek a poté je každá jamka zaočkována suspenzí buněk. V tomto případě se po kulti-

vaci MIC hodnotí buď vizuálně (nedochází k zakalení média), nebo pomocí měření absor-

bance či turbidimetrického stanovení (Schindler, 2010; Bednář, 1996). 
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1.3.2 Antioxidační aktivita  

Antioxidační aktivita esenciálních olejů hraje důležitou roli v prevenci a zpomalení oxida-

ce lipidů jak v potravinách, tak kosmetice. Oxidační poškození lipidů vede ke vzniku ne-

žádoucích chutí a vůní, čímž se snižuje kvalita a bezpečnost potravin a kosmetických pří-

pravků. (Lee a Shibamoto, 2002). Kromě toho přispívají i k prevenci předčasného stárnutí 

kůže vyvolaného reaktivními formami kyslíku, které mohou poškodit biomakromolekuly 

v kůži (Ziosi et al., 2010). 

Antioxidační účinek závisí především na složení esenciálních olejů. Antioxidanty lze defi-

novat jako molekuly schopné omezovat aktivitu volných kyslíkových radikálů, snižovat 

pravděpodobnost jejich vzniku nebo je převádět do méně reaktivních forem (Elshafie  

a Camele, 2017; Amorati, Foti a Valgimigli, 2013). 

Esenciální oleje ze skořice, muškátového oříšku, hřebíčku, bazalky, petrželky, oregana 

a tymiánu se vyznačují největší antioxidační aktivitou. Je to dáno obsahem thymolu 

a karvakrolu, které mají fenolickou strukturu (Dhifi et al., 2016). Potenciál fenolických 

složek vychytávat radikály lze vysvětlit schopností darovat atom vodíku z jejich hydroxy-

lové skupiny. Působení antioxidantů fenolového typu probíhá radikálových mechanismem 

(Koroch, Rodolfo Juliani a Zygadlo, 2007). 

1.4 Technologické postupy výroby esenciálních olejů 

Kvalita esenciálních olejů závisí na stupni zralosti rostliny, podnebí, srážkách, zeměpisné-

mu původu rostliny, ale také na způsobu jejich získávání. Esenciální oleje lze získat třemi 

způsoby a to destilací (parní destilace, hydrodestilace), extrakcí (enfleuráž, extrakce orga-

nickými rozpouštědly, superkritická fluidní extrakce) a lisováním (Başer a Buchbauer, 

2020; Burt, 2004). Esenciální oleje jsou tvořeny jako sekundární metabolity rostlin. 

V mnoha případech jsou uloženy v olejových buňkách, žláznatých trichomech či sekreč-

ních kanálcích (Ríos, 2016). Esenciální oleje mohou být získávány buď z celé rostliny ne-

bo pouze z jednotlivých částí, nejčastěji jsou získávány z květů (šeřík, růže, jasmín), listů 

(máta, bobkový list, šalvěj), stonků (heřmánek, levandule), plodů (anýz, citrusy), semen 

(ibišek, muškátový oříšek, koriandr), oddenků (zázvor), kořene (kosatec) a dřeva (santalo-

vé dřevo, skořice, kadidlo) (Başer a Buchbauer, 2020; Dhifi et al., 2016). 

Parní destilace se od hydrodestilace liší tím, že nedochází k přímému kontaktu materiálu 

s vodou. V případě parní destilace je materiál umístěn na mřížce, pára unáší silice do chla-
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diče a vzniklý kondenzát se shromažďuje v zásobníku. V případě hydrodestilace se materi-

ál vaří a silice unášené párou kondenzují zpět do kapaliny. U obou metod se výsledný pro-

dukt odděluje na základě rozdílných hustot vhodnými postupy (Božović et al., 2017; Cook 

a Lanaras, 2016;). 

Enfleuráž je technologický postup získávání esenciálních olejů z okvětních lístků fialky 

nebo jasmínu, které se pokládají na skleněné desky s tenkou vrstvou vysoce kvalitního 

tuku bez zápachu. Esenciální olej absorbovaný v tuku se následně extrahuje alkoholem. 

Extrakce s použitím těkavých rozpouštědel, probíhá při teplotě 50 °C, čímž nehrozí degra-

dace tepelně labilních sloučenin. Po extrakci a následné filtraci se esenciální olej izoluje 

odpařením těkavého rozpouštědla pomocí vakuové odparky. Výroba esenciálních olejů 

s použitím těkavých rozpouštědel nebo pomocí enfleuráže je drahá a časově náročná a vy-

užívá se při výrobě parfémů. Alternativou extrakčních postupů šetrných k životnímu pro-

středí je superkritická fluidní extrakce (SFE). Reakčním činidlem je oxid uhličitý 

v superkritickém stavu, což znamená, že byl vystaven teplotám a tlakům nad jeho kritickou 

hodnotu. Rozšiřuje se jako plyn, ale má hustotu kapaliny. Tím získá vlastnosti rozpouště-

dla, které je bez zápachu, bezbarvé, nehořlavé a s nízkou toxicitou ve srovnání s ostatními 

rozpouštědly. Oleje vyráběné touto metodou jsou velmi čisté a mají jedinečnou kvalitu. 

Negativem této metody je cenová nákladnost (Cook a Lanaras, 2016; Sovová a Stateva, 

2011). 

Lisování se výlučně používá pro citrusové plody (např. citron, pomeranč, bergamot). Zís-

kávání esenciálních olejů se provádí za studena, nedochází tak k tepelné degradaci složek 

esenciálního oleje (Baptiste Hzounda Fokou, Michel Jazet Dongmo a Fekam Boyom, 

2020). Působením tlaku a mechanickým válcováním kůry ovoce, ve které se nachází olejo-

vé buňky, dojde k samovolnému vytékání oleje, který je poté odplaven vodou. Olej je ná-

sledně od vodné fáze oddělen centrifugací (Başer a Buchbauer, 2020; Cook a Lanaras, 

2016). 

1.5 Využití esenciálních olejů 

Esenciální oleje obsahují mnoho bioaktivních sloučenin, které se kromě své vůně a chuti 

vyznačují antibakteriálními, antifungálními, antioxidačními, insekticidními, protizánětli-

vými, antikarcinogenogenními a analgetickými účinky. Více než 300 esenciálních olejů je 

využíváno v potravinářském a farmaceutickém průmyslu, ve zdravotnictví a medicíně, 

aromaterapii, kosmetice a parfumerářství (Cook a Lanaras, 2016). 
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V potravinářském průmyslu se využívá asi 60 % produkce esenciálních olejů, primárně 

k ochucování potravinářských výrobků jako jsou uzená masa, alkoholické a nealkoholické 

nápoje, zmrzliny a cukrovinky (Cook a Lanaras, 2016). Esenciální oleje jsou i vhodnými 

přírodními látkami ke konzervaci potravin. Důvodem jejich aplikace je obsah bioaktivních 

látek, které jsou zodpovědné za antimikrobní a antioxidační účinky (López a Martos, 

2018). K prodloužení trvanlivosti potravin se používá např. esenciální olej z oregana, hře-

bíčku, skořice nebo rozmarýnu. Bioaktivní látky karvakrol, cinnamalaldehyd, eugenol  

a kafr obsažené v těchto olejích, jsou zodpovědné za antimikrobiální aktivitu (A. Shaaban, 

2020). Způsob, jakým se esenciální olej do potravin přidává, je jedním z nejdůležitějších 

aspektů. Přímý přídavek esenciálního oleje sebou nese některá rizika. Jedná se především  

o nízkou rozpustnost oleje ve vodě, vysokou těkavost, nízkou stabilitu a silný odér. Většina 

procesů zpracování potravin zahrnuje tepelné zpracování nebo expozici vzduchu či světla, 

což jsou faktory, které vedou k degradaci olejů a mohou tak znehodnocovat potraviny. 

Alternativním způsobem, jak zachovat jejich stabilitu, je zapouzdření do polymerních čás-

tic, liposomů nebo pevných lipidovch nanočástic (López a Martos, 2018). 

Obecně by esenciální oleje neměly být podávány k vnitřnímu použití nebo pro přímou 

aplikaci na kůži. Hrozí zde riziko alergické reakce, dermatitidy či fotosenzibilizace kůže. 

Avšak lokální aplikace zředěného levandulového a oregánového oleje podporuje hojení ran 

a popálenin. Ve farmacii se esenciální oleje využívají jako analgetika (hřebíčkový olej), 

antiseptika, jako součást nosních kapek a sprejů (olej z máty peprné) nebo jako pomocná 

látka léků proti kašli (olej z eukalyptu) (Cook a Lanaras, 2016). Některé esenciální oleje se 

používají k aromatizaci farmaceutických přípravků a ke zlepšení jejich chuti (Ríos, 2016). 

Důvodem používání esenciálních olejů v kosmetice je především jejich vůně. Mastné kyse-

liny a povrchově aktivní látky používané v kosmetice často vykazují nepříjemnou vůni, 

a proto se přidávají k těmto výrobkům. Používají se jako vonné esence do dekorativní 

kosmetiky, vlasové kosmetiky, parfémů, prostředků péče o kůži a toaletních potřeb. Jed-

ním z problémů v souvislosti s kosmetikou je fototoxicita esenciálních olejů. Po aplikaci 

přípravku obsahující esenciální olej a jeho vystavení slunečnímu záření se může objevit na 

kůži alergická kontaktní dermatitida (Sarkic a Stappen, 2018). 

Esenciální oleje, jako součást masážní terapie mohou být inhalovány po přidání několika 

kapek do horké vody nebo pomocí rozprašovače či zvlhčovače. Kromě toho je lze apliko-

vat i jako obklady (Ríos, 2016). 
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Dále se mohou využívat jako doplňky stravy pro zvířata nebo jako repelenty účinné proti 

komárům, blechám, klíšťatům, mouchám nebo vším (Cook a Lanaras, 2016). 

1.6 Aktivní látky esenciálních olejů 

V této kapitole jsou krátce popsány aktivní látky esenciálních olejů použitých při experi-

mentu. 

1.6.1 Cinnamaldehyd 

Cinnamaldehyd (Obr. 1) známý také jako skořicový aldehyd je nažloutlá kapalina, která se 

získává parní destilací ze skořicové kůry. Asi v 85 % je zastoupen ve skořicovém oleji. 

Molekula sestává z fenylové skupiny navázané na nenasycený aldehyd. Olej i čistý 

cinnamaldehyd působí inhibičně na řadu grampozitivních i gramnegativních bakterií, hub 

i kvasinek. Své uplatnění nachází v potravinářství, kde se využívá jako ochucovadlo do 

žvýkaček, zmrzliny, nápojů a cukrovinek a v parfumerářství jako součást sladkých a ovoc-

ných vůní. V zemědělství se využívá jako insekticid (Ashakirin et al., 2017). V kosmetice 

se používá jako vonná přísada do dekorativní kosmetiky, šamponů, toaletních mýdel a čis-

ticích prostředků pro domácnost (Cocchiara et al., 2005). 

H

O

 

Obrázek 1: Strukturní 

vzorec cinnamaldehydu 

(upraveno dle Ashakirin 

et al., 2017) 

1.6.2 Eugenol 

Eugenol (Obr. 2) je světle žlutá až bezbarvá aromatická olejovitá kapalina, která je hlavní 

složkou hřebíčkového oleje (70–80 %). V menší míře se nachází i v esenciálním oleji ze 

skořice cejlonské, muškátového oříšku, bazalky a pepře. Používá se k výrobě syntetického 

vanilinu. Existuje široká škála jeho použití v kosmetice, kde je součástí přípravků pro do-

mácnost, vůní, mýdel a přípravků pro péči o pleť. Kvůli své aromatičnosti se hojně využí-

vá i potravinářství nebo farmacii, dále pak jako přírodní analgetikum ve stomatologii. Má 

schopnost větší penetrace léků do kůže. Je také vhodný k léčbě kožních infekcí a onemoc-

nění. Nadměrná dávka eugenolu je však toxická (Sarkic a Stappen, 2018).  
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Obrázek 2: Strukturní vzorec  

eugenolu (upraveno dle  

Tao et al., 2005) 

1.6.3 Karvakrol 

Karvakrol (Obr. 3) je kapalný monoterpenový fenol a vyskytuje se v řadě bylin ve vyso-

kých koncentracích (De Vincenzi et al., 2004). Nachází se jako součást esenciálního oleje 

z oregana (až 75 %), majoránky a tymiánu (Başer a Buchbauer, 2020). Karvakrol buď sám 

nebo v kombinaci s jinými látkami je účinný vůči potravinářským patogenům jako jsou 

Bacillus subtilis, Campylobacter jejuni, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, 

Lactobacillus sakei, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus 

aureus a Pseudomonas aeruginosa, tudíž se využívá jako konzervační přísada. Přítomnost 

volné hydroxylové skupiny a delokalizovaný elektronový systém hraje zásadní roli v jeho 

antibakteriální aktivitě. Ta se dokonce může zvyšovat v kombinaci s thymolem nebo 

s řadou antibiotik. Obecně je jeho antibakteriální aktivita silnější vůči grampozitivním než 

proti gramnegativním bakteriím (Wang et al., 2016; Magi, Marini a Facinelli, 2015;  

Suntres, Coccimiglio a Alipour, 2014). V potravinářství má i funkci ochucovadla ve žvý-

kačkách, měkkých bonbonech, nealkoholických nápojích a pečivu (ULTEE et al., 2000). 
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Obrázek 3: Struktur-

ní vzorec karvakrolu 

(upraveno dle  

Ben Arfa et al., 

2006) 

1.6.4 Linalool 

Linalool (Obr. 4) je monoterpenový alkohol, se sladkou příjemnou vůní, který lze nalézt 

v olejích z máty peprné, růže, levandule, citronu, bergamotu nebo skořice. Je kapalný a má 

bezbarvou až světle žlutou barvu se sladkou vůní. Používá se jako přísada do čisticích 
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a pracích prostředků, osvěžovačů vzduchu, ale také do výrobků pro osobní péči. Linalool 

se může používat v kosmetice i jako konzervační činidlo, kvůli jeho antimikrobním účin-

kům (Sarkic a Stappen, 2018; Raguso a Pichersky, 1999). 
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Obrázek 4:  

Strukturní vzorec  

linaloolu (uprave-

no dle Dhifi et al., 

2016) 

1.6.5 Thymol 

Thymol (Obr. 5) je monoterpenový fenol, derivát cymenu a izomeru karvakrolu, který je 

z 10–64 % obsažený v silici tymiánu. Narozdíl od již zmíněných aktivních látek, tvoří 

thymol bezbarvé a průsvitné krystaly. Má kořenitou, aromatickou vůni a sladkou chuť. 

Vyznačuje se antiseptickými, antimikrobiálními, insekticidními a antioxidačními účinky. 

Do potravin se přidává za účelem konzervace nebo jako aromatická přísada do nápojů 

a cukrovinek. V kosmetickém průmyslu může být součástí mýdel a pleťových vod nebo 

desinfekčních přípravků. Thymol, obvykle v kombinaci s glycerinem a alkoholem, bývá 

součástí ústních vod. Některé studie uvádí, že thymol může mít léčebné účinky na rány, 

nevolnost, únavu, nachlazení a akné. Podporuje posílení paměti a soustředění či pomáhá 

předcházet vzniku orálních infekcí (Salehi et al., 2018). 

CH3H3C

CH3

OH

 

Obrázek 5: Struk-

turní vzorec thy-

molu (upraveno 

dle Marchese  

et al., 2016) 
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2 CHARAKTERISTIKA BIOFILMU 

2.1 Definice biofilmu 

Biofilmy byly poprvé detekovány v roce 1684 Antoniem van Leeuwenhoekem, který po-

mocí svých jednoduchých mikroskopů pozoroval mikroorganismy ve vlastním zubním 

plaku. To, co objevil pojmenoval animalcules (Mazzoli, 2015). Tehdy se domníval, že se 

jedná o miniaturní živočichy. Neměl však tušení, že objevil bakterie žijící ve formě biofil-

mu. Lze mu tedy připisovat objev mikrobiálních biofilmů. (Donlan, 2002) 

Mikroorganismy mohou žít ve dvou různých formách. Buď formě planktonu, kdy se jed-

notlivé buňky volně vznášejí v kapalném médiu, anebo ve formě biofilmu (Mazzoli, 2015). 

Donlan, (2002) definuje biofilm jako společenství mikroorganismů pevně připojených  

k povrchu a uzavřených v matrici z polysacharidové substance, kterou sami produkují. 

Tloušťka biofilmu závisí na tom, zda je složen z jednoho či více druhů mikroorganismů, 

které spolu interagují. Biofilm jednoho druhu je poměrně vzácný a má jednodušší stavbu. 

Mezi mikroorganismy, které tvoří biofilm se řadí bakterie, houby a protista(Chew a Yang, 

2016; Malachová, 2004). 

Biofilm se tvoří na široké škále různých povrchů včetně živých tkání, na lékařských zaří-

zeních a pomůckách a také na potrubí průmyslových a pitných vod. Jsou široce distribuo-

vány v přírodě (půda, horniny, potoky nebo kořeny rostlin). U člověka se lze setkat s bio-

filmem ať už komensálně nebo patogenně (Mazzoli, 2015). Tvorba biofilmů na lékařských 

zařízeních, jako jsou katétry nebo implantáty, často vede ke vzniku obtížně léčitelných 

infekcí (Lopez, Vlamakis a Kolter, 2010). Mezi bakteriální rody tvořící patogenní biofilmy 

patří Escherichia, Listeria, Mycobacteria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus, 

Streptococcus a Vibrio (Rulík, 2011). Nacházejí se i v extrémních podmínkách pH v roz-

mezí 0,5–14 a teplotách od –5 do 120 °C (Schulte, Wingender a Flemming, 2005). 

Život ve formě biofilmu přináší mikrobům řadu výhod. Jednou z nich je jeho ochranná 

funkce. Zvýšená odolnost vůči teplu, chladu, UV záření, fagocytóze, detergentům 

a antibiotikům, zachycování živin v biofilmu, mikro-difúze a disperze biofilmu 

s následnou tvorbou nových kolonií a zvýšená produkce toxinů podporuje mikrobiální pře-

žití (Mazzoli, 2015). Ne všechny biofilmy jsou škodlivé. Metabolická činnost biofilmu má 

i prospěšnou roli v biotechnologiích a technologiích při čištění odpadních vod a u člověka 

jsou součástí střevní mikroflóry (Rulík, 2011). 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 24 

 

2.2 Výskyt biofilmu 

Typickým příkladem a nejdéle známým biofilmem v lidském těle je zubní plak. Jeho tvor-

bu podporuje sacharóza přítomná v potravě. V ústech je přítomno velké množství bakterií 

vylučující lepivou hmotu, do které ulpívají další bakterie a kvasinky. Plak se ztlušťuje  

a stává se málo propustným. Hladovějící bakterie začnou štěpit vlastní cukry za vzniku 

kyselin poškozující zubní sklovinu, což vede k tvorbě zubního kazu, jehož původcem jsou 

zejména streptokoky. Nedostatečná zubní hygiena může být důsledkem zánětu dásní  

(Rulík, 2011; Schindler, 2008). 

Bakterie v podobě biofilmu rostou i na střevních sliznicích a na povrchu kůže. Jsou tedy 

součástí normální mikroflóry člověka. Kůže je největším orgánem lidského těla, která je 

kolonizována rozmanitými druhy mikroorganismů, které jsou neškodné nebo dokonce pro-

spěšné. Biofilm naší normální mikroflóry chrání kůži před invazí patogenních mikroorga-

nismů. Většina mikroorganismů se nachází v nejsvrchnější vrstvě pokožky (stratum  

corneum), dále kolonizují vlasové míšky a mazové žlázy. Množství a druhové zastoupení 

závisí na stupni hydratace pokožky, pH, dostupnosti živin, přítomnosti kyslíku, věku a po-

hlaví (Grice a Segre, 2011). Na druhou stranu, pokud biofilmy naší normální komenzální 

mikroflóry zmohutní, mohou vyvolat zánět nebo se jejich mikrobiální složka začne šířit do 

organismu. Jsou také kritickým prvkem u některých kožních onemocnění. Roli při infekci 

kůže a ran hrají i přechodné mikroorganismy (Rulík, 2011). 

Biofilm však hraje nejčastější roli v infekcích uvnitř těla. Největším problém v souvislosti 

s infekcemi je rezistence bakterií na antibiotika. Jedná se o infekce jako je bakteriální  

endokartitida, kdy se biofilm usazuje na srdečních chlopních a obtížně se léčí. V lékařské 

praxi se lze setkat s genetickým respiračním onemocněním, cystickou fibrózou. V raném 

stádiu je infekce způsobena stafylokoky, hemofily, pneumokoky, později se usazuje  

Pseudomonas aeruginosa. Ten po kolonizaci mění svůj fenotyp a začne produkovat vis-

kózní hlen alginát. Bakterie úspěšně odolává imunitnímu systému člověka a léčba antibio-

tiky je téměř neúspěšná (Jamal et al., 2018; Rulík, 2011; Schindler, 2008). 

Bakterie mají tendenci ulpívat a tvořit biofilm na pomůckách zavedených do tělních dutin, 

jako jsou močové katétry a katétry zavedené do žil, na nitroděložních tělískách nebo na 

kloubních náhradách. Biofilm se tvoří i při nesprávném používání kontaktních čoček  

(Rulík, 2011; Schindler, 2008). 
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V přírodě se s biofilmy lze setkat na povrchu kamenů nebo na skalnatých pobřežích moří. 

Mohou se vyskytovat na trupech lodí a v průmyslových potrubních systémech. Zde mohou 

napáchat značné škody, neboť znečišťují povrchy, na nichž se tvoří, případně je i poškozují 

korozí (Rulík, 2011). V systémech distribuce pitné vody se mohou tvořit biofilmy pato-

genních mikroorganismů (Legionella, Mycobacterium, Aeromonas), které se mohou uvol-

ňovat do vody a představovat tak riziko pro lidské zdraví. Používané techniky desinfekce 

pitné vody jsou obvykle neúčinné (Rulík, 2011; Schulte, Wingender a Flemming, 2005). 

Bakterie tvořící biofilm vykazují vyšší metabolickou činnost ve srovnání s planktonními 

bakteriemi, čehož lze využívat v čističkách odpadních vod nebo chladících okruzích elek-

tráren. (Rulík, 2011). 

2.3 Tvorba biofilmu 

Vývoj komunity biofilmu probíhá v několika fázích, formuje se několik hodin a je ovliv-

něn okolním prostředím. Tvorbu biofilmu reguluje několik klíčových kroků: počáteční 

připojení k povrchu (adheze), růst a proliferace, zrání (maturace) biofilmu a uvolnění  

(disperze) viz (Obr. 6) (McCarty et al., 2014). 

Fáze I – připojení (adheze) 

Rozhraní pevná látka-kapalina je ideální prostředí pro připojení a růst mikroorganismů, 

ale lze je nalézt i na rozhraní voda-vzduch nebo pevná látka-vzduch (Schulte, Wingender  

a Flemming, 2005; Donlan, 2002). V počáteční fázi se planktonické buňky připevňují na 

povrch slabými reverzibilními van der Waalsovými interakcemi. Pevný povrch může mít 

Fáze I Fáze II Fáze III Fáze IV 

 

Obrázek 6: Tvorba biofilmu (upraveno dle Srivastava a Bhargava, 2016) 
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několik charakteristik, které jsou důležité v procesu připevnění. Rozsah mikrobiální kolo-

nizace se zvyšuje se zvyšující se drsností povrchu. Mikroorganismy se mnohem rychleji 

připojují k hydrofobním nepolárním povrchům, jako je teflon nebo plast než k hydrofilním 

povrchům jako je sklo nebo kov (Donlan, 2002). Adheze je také ovlivněna přítomností 

buněčných struktur jako jsou fimbrie nebo bičíky (McCarty et al., 2014). 

Fáze II – růst a proliferace 

Po reverzibilním připojení následuje růst a proliferace, při které se buňky začínají dělit 

a množit se za vzniku mikrokolonií. Při kolonizaci začnou buňky produkovat a obalovat se 

slizovitou a lepivou matricí tzv. extracelulární polymerní matricí (EPM) (McCarty et al., 

2014). Tato matrice zahrnuje až 90 % celkové biomasy a je tvořena primárně z polysacha-

ridů. Mikroorganismy jsou v ní rozloženy nerovnoměrně a rostou v mikrokoloniích kuže-

lovitého nebo houbovitého tvaru (Mazzoli, 2015; Schindler, 2001). Výsledná morfologie 

biofilmu může být hladká, drsná, načechraná nebo vláknitá (Flemming a Wingender, 

2010). Bakterie rostoucí v biofilmu rostou pomaleji než planktonní formy. Důvodem je 

pravděpodobně omezené množství živin nebo kyslíku (Donlan, 2001). 

Fáze III – zráni (maturace) 

V předposlední fází dochází ke zrání, neboli maturaci biofilmu. Jedná se o děj ireverzibilní. 

Buňky mezi sebou komunikují prostřednictvím quorum sensing, dochází ke změně fenotpu 

buněk, k tvorbě mikrokanálků a vytváří se veškerá odolnost biofilmu (McCarty et al., 

2014). 

Fáze IV – uvolnění 

Jakmile se vytvoří zralý biofilm, některé buňky přechází do planktonického stavu a jsou 

schopné se připojit k novému povrchu a vyvinout další biofilm na novém místě (McCarty 

et al., 2014; Ray a Bhunia, 2014). Příčinou může být zvyšující se konkurence a neúnosnost 

jejich další existence ve společenství (Schindler, 2001). Buňky prostřednictvím chemic-

kých signálů upozorňují okolní buňky na svou přítomnost a zabraňují tak zvýšení hustoty 

populace. Bakterie se z biofilmu mohou uvolňovat ve shlucích nebo po jednotlivých buň-

kách (Rulík, 2011). 
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2.4 Složení a vlastnosti biofilmu 

2.4.1 Extracelulární polymerní matrice 

Biofilmy jsou heterogenní systémy obsahující mikrokolonie bakteriálních buněk, které jsou 

obklopeny slizovitou matricí z extracelulárních polymerních látek a od ostatních mikrokol-

nií oddělené vodními kanálky. V těchto kanálcích dochází ke transportu a difúzi živin, kys-

líku i antimikrobních látek (Donlan, 2002). Extracelulární polymerní matrice (EPM) je 

produkována samotnými bakteriemi, tvoří trojrozměrnou strukturu biofilmu a je zodpo-

vědná za adhezi k povrchům a soudržnost biofilmu (Flemming a Wingender, 2010). Je 

vysoce hydrofilní a prostřednictvím vodíkových vazeb může vázat velké množství vody  

a tím zabraňovat vysušení biofilmu (Donlan, 2002). Díky tvorbě EPM jsou bakterie odolné 

vůči oxidačnímu stresu, UV záření, desinfekčním prostředkům, lidskému imunitnímu sys-

tému i dalším faktorům a také jsou méně citlivé na antibiotika (Mazzoli, 2015). 

Množství produkované EPM závisí na druhu mikroorganismu a stáří biofilmu. Produkce je 

také ovlivněna stavem živin růstového média a množstvím dostupného uhlíku. K větší pro-

dukci EPM přispívá i pomalý růst bakterií. Může představovat 50 – 90 % celkové hmoty 

a lze ji považovat za primární matrici biofilmu. Je složena především z vody, která může 

být v biofilmu vázaná v kapsulích mikrobiálních buněk, nebo slouží jako rozpouštědlo. 

Dále pak z proteinů, lipidů, lipopolysacharidů, nukleových kyselin a polysacharidů. Právě 

tyto molekuly jsou zodpovědné za veškerou funkci EPM (Donlan, 2002). Zejména pak 

polysacharidy, které jsou zodpovědné za adhezi a za zachování strukturální integrity. Vět-

šinou se jedná o dlouhé, lineární nebo rozvětvené molekuly. (Flemming a Wingender, 

2010). Polysacharidy, mohou být neutrální nebo aniontové, jako tomu je v případě EPM 

gramnegativních bakterií. Aniontový charakter je zajištěn přítomností uronových kyselin. 

Tato vlastnost je důležitá, protože umožňuje asociaci vápníku a hořčíku, které se síťují  

s polymerními vlákny a poskytují tak větší vazebnou sílu ve vzniklém biofilmu (Donlan, 

2002). Nejběžnějším exopolysacharidem je alginát vylučovaný gramnegativní tyčinkou 

Pseudomonas aeruginosa (Flemming a Wingender, 2010). V případě některých grampozi-

tivních bakterií, může být chemické složení EPM zcela odlišné a vykazuje spíše kationtový 

charakter (Donlan, 2002). Polysacharidy v biofilmu tak fungují jako lešení, do kterého jsou 

mikrobiální buňky a jejich bioaktivní složky zanořeny (Chew a Yang, 2016).  

Proteiny přítomné v EPM zajišťují růst biofilmu a přežití buněk, podílí se na regulaci inte-

grity a stabilitě biofilmu. EPM obsahuje také několik extracelulárních enzymů mající 
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schopnost degradace některých složek EPM na produkty s nízkou molekulovou hmotností, 

které mohou být asimilovány a použity jako zdroj energie. Některé enzymy mohou poško-

zovat povrchy, na kterých se biofilm tvoří (Flemming a Wingender, 2010).  

Extracelulární DNA obsažená v matrici, je identická nebo velmi podobná genomové DNA 

a v přirozeném prostředí slouží pro horizontální přenos genů (Madsen et al., 2012). Me-

chanismy uvolňování jsou doposud nejasné, avšak značná část pochází z odumřelých bu-

něk mikrobiální populace. Sekrece extracelulární DNA může být zprostředkována i přes 

vezikuly z membrány (Whitchurch, 2002).  

2.4.2 Rezistence k antimikrobním látkám 

Existuje mnoho teorií, proč jsou bakterie v biofilmu rezistentnější než planktonické formy. 

Uvádí se, že biofilmy jsou 10krát až 1000krát odolnější k široké škále antimikrobních látek 

než odpovídající planktonické buňky (Schulte, Wingender a Flemming, 2005). Jedna  

z nejzjevnějších příčin zvýšené rezistence k antimikrobiálním látkám je tvorba EPM. Její 

vysoká hustota a vazebná síla umožňuje snížit penetraci antimikrobiálních látek do hlub-

ších částí biofilmu (Chew a Yang, 2016; Mah a O'Toole, 2001). Mezi další mechanismy 

podílející se na rezistenci biofilmu k antimikrobiálním látkám patří pomalý růst v důsledku 

nedostatku živin, stresová odpověď, heterogenita mikrobiální populace, změna fenotypu 

specifického pro biofilm, pozměněný metabolismus nebo nárust perzistentních buněk  

v biofilmu (Rulík, 2011; Schulte, Wingender a Flemming, 2005; Mah a O'Toole, 2001).  

Začnou-li bakteriální buňky v biofilmu hladovět, jejich růst se zpomalí. Přechod 

z exponenciální fáze růstu na pomalý nebo žádný růst je doprovázen zvýšením odolnosti 

k antimikrobiálním látkám (Mah a O'Toole, 2001). 

Každá buňka v biofilmu žije za trochu odlišných podmínek než ostatní buňky, a proto roste 

různou růstovou rychlostí. K heterogenitě uvnitř biofilmu také přispívají gradienty živin, 

různé odpadní produkty, a četné signalizační faktory. Díky této heterogenitě se 

v biofilmové populaci nalézají buňky s mnoha odlišnými projevy fenotypu (Rulík, 2011). 

Indukce biofilm-specifického fenotypu u určité subpopulace buněk je další teorií mecha-

nismu rezistence. Tento fenotyp může vést k vyloučení aktivních mechanismů potlačují-

cích účinky antimikrobních látek. Je možné, že fenotyp zvýšené rezistence 

k antimikrobiálním látkám je vylučován buď všemi nebo jen určitou části buněk v biofilmu 

a může být indukován určitým typem stresu, nedostatkem živin nebo vysokou hustotou 

bakteriálních buněk (Rulík, 2011; Mah a O'Toole, 2001). 
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Buňky uvnitř biofilmu odpovídají na různé chemické látky syntézou σ faktorů (Mah  

a O'Toole, 2001). Tyto faktory regulují transkripci genů, jejichž produkty pak zmírňují 

účinky stresu. Syntézou produktů těchto genů bakterie odpovídají na působení stresových 

faktorů, což pak vede k určitým fyziologickým změnám, např. ke změně permeability bu-

něčné membrány (Rulík, 2011). 

Role komunikačního systému quorum sensing v rezistenci k antimikrobiálním látkám je 

dle Mah a O'Toole, (2001) doposud zcela nejasná. Teorii, že quorum sensing hraje určitou 

úlohu v rezistenci k antimikrobiálním látkám posiluje fakt, že rezistentní bakterie mohou 

svou citlivost nabýt, jsou-li přeneseny do čerstvého média, čímž se snižuje koncentrace 

mezibuněčných signálních molekul. Rezistence biofilmu k antimikrobiálním látkám je spí-

še fenotypového typu než výsledek genetických změn (Rulík, 2011). 

2.4.3 Mezibuněčná komunikace – quorum sensing 

Bakterie využívají quorum sensing k regulaci různých situací jako je např. produkce toxinů 

exopolysacharidů, tvorba biofilmů, regulace faktorů virulence nebo koordinace pohybli-

vosti (Klaban, c2011). Tento druh komunikace byl poprvé objeven v 70. letech 20. století  

u mořské bakterie Vibrio fisheri u níž kontroluje luminiscenci. Tyto bakterie mají schop-

nost být jakýmsi světelným orgánem v symbióze s určitými mořskými organismy. Lumi-

niscence jsou schopné tehdy, když dosáhnou dostatečné buněčné hustoty (Rulík a Holá, 

2012). 

Quroum sensing je druh komunikace mezi bakteriemi, která reguluje expresi genů  

(Čermák, c2008). Aby byla aktivita bakterií před nějakou činností úspěšná, musí dosáhnout 

tzv. kritické (minimální) koncentrace. Právě této minimální hranici počtu bakterií se říká 

quorum. Toto quorum si však musí bakterie navzájem sdělit a to vzájemnou komunikací 

zvanou sensing. Tato komunikace je zprostředkovaná malými chemickými signálními mo-

lekulami tzv. autoinduktory. Jejich koncentrace je závislá na hustotě populace  

(Klaban, c2011). Při dostatečné populační hustotě dosahují tyto signální molekuly požado-

vaných koncentrací, což vede k aktivaci genů a diferenciaci biofilmu. U gramnegativních 

bakterií se jedná o acylované homoserinové laktony složené z mastné kyseliny a aminoky-

seliny serinu a u grampozitivních bakterií o oligopeptidy, které lze přirovnat k feromonům 

či hormonům (Başer a Buchbauer, 2020; Rulík, 2011; Čermák, c2008). 

Komunikaci mezi buňkami lze rozdělit do tří fází: detekce, přenos signálu a odpověď 

(Başer a Buchbauer, 2020). Bakterie používající quorum sensing mají na svém povrchu 
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receptory, které mohou detekovat signální molekuly sousedních buněk. Když se autoinduk-

tor naváže na receptor, dochází k aktivaci transkripce genů a také genů pro syntézu vlast-

ního induktoru. Aby došlo k indukci transkripce určitého genu, musí se buňka setkat se 

signálními molekulami ostatních buněk. Pokud se v prostředí vyskytuje pouze jedna nebo 

malé množství bakterií, snižuje se koncentrace induktoru a ostatní bakterie nejsou infor-

movány, protože jej nedokáží zachytit. Pokud však koncentrace bakterií vzroste, je produ-

kováno dostatečné množství induktoru, kterého je dostatek i pro ostatní buňky populace. 

Teprve v tomto okamžiku je autoinduktor schopen se navázat na receptory ostatních buněk 

a vyvolat tak aktivaci genů např. pro syntézu patogenních faktorů či enzymů  

(Klaban, c2011). 

2.4.4 Horizontální přenos genů 

Přenos genů z jedné buňky na druhou se může uskutečnit pomocí konjugace, transformace 

a transdukce. Konjugace je přímý přenos DNA z jedné bakteriální buňky do druhé, který je 

podmíněn přítomností kruhové molekuly dvouřetězcové DNA – plazmidu. Plazmidy kódu-

jí povrchové struktury (pili), pomocí nichž se dvě bakterie spojí a přenesou si DNA 

plazmidu. V případě, že bakterie vychytávají DNA ze svého okolí, jedná se o transformaci. 

Třetím typem přenosu genů je transdukce, která je závislá na přítomnosti bakteriofágů. 

Bakteriální buňky infikované bakteriofágem slouží k jejich pomnožení. To následně vede 

k lýzi buňky a uvolnění fágů do prostředí. (Rogers, 2019; Heuer a Smalla, 2007). Cizorodá 

DNA se do bakteriálního genomu včleňuje rekombinací nebo integrací. Rekombinace se 

děje v případě, že se jedná o DNA příbuzných druhů bakterií, a integrace, v případě když 

jde o DNA fágů, která je včleněna do bakteriální DNA pomocí enzymů (Šíma a Trebichav-

ský, 2006). 

Dle Srivastava a Bhargava, (2016) je konjugace pravděpodobným mechanismem přenášení 

genů v populaci biofilmpozitivních bakterií. Díky blízkému kontaktu buněk v matrici, pro-

bíhá konjugace mezi buňkami v biofilmech rychleji než mezi buňkami planktonickými. 

Horizontální přenos genů umožňuje bakteriím vznik rezistence na antibiotika a předávání 

této vlastnosti na jiné bakterie (Šíma a Trebichavský, 2006). 
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2.5 Detekční metody tvorby biofilmu 

Metody, kterými lze otestovat tvorbu biofilmu patří metody fenotypové a genotypové. Me-

zi fenotypové metody řadíme Christensenovu metodu, jejíž principem je obarvení fixované 

vrstvy biofilmu krystalovou violetí na dně či stěnách mikrotitrační destičky nebo zkumav-

ky. Tvorba biofilmu je považována za pozitivní, jestliže se vytvoří vrstva na stěně zku-

mavky. Tento test se hodnotí pouhým okem, přesnější je spektrofotometrické vyhodnocení 

mikrotitrační destičky. Dále je možné využít kultivace na agaru s kongo-červení, na kterém 

biofilmpozitivní bakterie rostou v černých koloniích s matným povrchem. Biofilmnegativ-

ní bakterie pak rostou v lesklých koloniích s červeným nebo červenohnědým zbarvením 

(Žurková, 2019).  

V případě genotypových metod je detekce založena na průkazu genů (např. průkaz přítom-

nosti ica operonu u Staphylococcus aureus), které jsou potřebné pro adhezi nebo se podíle-

jí na tvorbě EPM. Přítomnost takových genů lze otestovat pomocí kvantitativní PCR 

v reálném čase (RT-PCR) nebo fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Nevýhodami 

obou metod jsou vysoké náklady a přesnost při přípravě vzorů (Kırmusaoğlu, 2019;  

Nourbakhsh a Namvar, 2016; Srivastava a Bhargava, 2016).  

Další metody využívají buď rozdílů povrchového náboje, přítomnosti či nepřítomnosti spe-

cifických povrchových antigenů nebo hydrofobnost či hydrofilnost mezi biofilmpozitivní-

mi a biofilmnegativními bakteriemi (Rulík, 2011). 

Pro posouzení metabolické aktivity bakterií uvnitř biofilmu lze využít MTT test, jehož 

principem je redukce žlutého MTT živými buňkami na fialový formazan. Ten se následně 

rozpustí pomocí dimethylsulfoxidu. Vyluhované barvivo se stanovuje spektrofotometricky 

a jeho množství je přímo úměrné množství živých buněk (Riss, 2018). K posouzení života-

schopnosti a kvantifikaci skutečného počtu životaschopných buněk v biofilmu lze využít  

i test s barvivem resazurin, Nevýhodou je však snížení účinnosti resazurinu v přítomnosti 

antibakteriálních látek. K počítání živých bakterií v biofilmu a k vyhodnocení citlivosti 

biofilmu na antibiotika lze využít kolorimetrický BioTimer test (BTT). Jedná se o nízko-

nákladovou a snadno proveditelnou metodu. Metoda je však nevhodná pro hodnocení  

vícedruhového biofilmu (Srivastava a Bhargava, 2016).  

Při zkoumání struktury a tvorby biofilmové vrstvy a její fyziologie mají význam i mikro-

skopické techniky. Světelná mikroskopie patří mezi nejzákladnější metody používané pro 

výzkum biofilmů. Slouží pro průkaz již vytvořeného biofilmu na průhledných materiálech. 
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Strukturu biofilmu lze zvýraznit pomocí vhodných barviv. Nevýhodou je však možnost 

pozorovat pouze tenké biofilmy. Fluorescenční mikroskopie je metoda, kterou lze pozoro-

vat biofilm vytvořený na povrchu neprůhledných materiálů (Rulík, 2011). Principem flu-

orescenční mikroskopie je absorpce krátkovlnného viditelného světla nebo UV světla urči-

té vlnové délky látkou a jeho vyzáření o vlnové délce delší než je světlo absorbované. Při 

ozáření dochází k absorpci energie elektrony v základním stavu, což následně vede k jejich 

excitaci do vyšší energetické hladiny. V tomto stavu jsou elektrony nestabilní, a proto se 

vracejí zpět do základního stavu. Přechod elektronu z vyšší energetické hladiny do nižší je 

doprovázen vyzářením fotonu (Kočárek, Pánek a Novotná, 2010). Výhodou fluorescenční 

mikroskopie je možnost posoudit metabolickou aktivitu buněk uvnitř biofilmu s použitím 

fluorescenčních barviv (Rulík, 2011). K pozorování silných biofilmů slouží konfokální 

skenovací mikroskopie, která umožňuje pozorovat strukturu biofilmu včetně zobrazení 

jeho průřezu a měření jeho tloušťky. Pomocí analýzy obrazu pak lze zhotovit skutečnou 

trojrozměrnou strukturu biofilmu. Pro přímé zobrazení trojrozměrné struktury biofilmu 

včetně hydratovaných struktur, lze využít rastrovací elektronovou mikroskopii. Nevýhodou 

posledních dvou zmíněných metod je poměrně vysoká cena a náročné zpracování vzorků. 

(Rulík, 2011)  

V neposlední řadě je také nutno zmínit hmotnostní spektrometrii, kterou lze detekovat  

a charakterizovat proteiny lokalizované v EPM. Výhodou metody je použití minimálního 

množství vzorku a vysoká citlivost (Kırmusaoğlu, 2019). 
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3 CÍLE PRÁCE 

• Kvalitativní testování citlivosti vybraných druhů bakterií k aktivním látkám esenci-

álních olejů pomocí diskové difúzní metody, 

• stanovení minimální inhibiční koncentrace (MIC) aktivních látek esenciálních olejů 

pomocí diluční metody na mikrotitrační destičce se spektrofotometrickým vyhod-

nocením, 

• průkaz tvorby biofilmu v přítomnosti aktivních látek s využitím Christensenovy 

metody na mikrotitrační destičce, 

• na základě vyhodnocení výsledků porovnat antibakteriální účinnost všech testova-

ných aktivních látek jak na růst jednotlivých kmenů bakterií, tak na tvorbu biofil-

mu. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 MIKROORGANISMY, MATERIÁL A ZAŘÍZENÍ 

4.1 Bakteriální kultury 

V experimentu bylo nejprve použito 10 kmenů a jeden bakteriální druh, které byly podrob-

eny kultivaci v čistém bujonu po dobu 24, 48 a 72 hodin. Christensenovou metodou na 

mikrotitrační destičce bylo zjištěno, že pouze 5 kmenů a jeden druh tvořil biofilm. Bakterie 

byly získány ze Sbírky mlékařských mikroorganismů Lactoflora (CCDM) nebo z České 

sbírky mikroorganismů (CCM). Jednalo se o grampozitivní a gramnegativní bakterie:  

Enterococcus faecalis CCM 4224, Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420,  

Proteus mirabilis CCM 7188, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lactococcus 

lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Bacillus subtilis (R25), který byl poskytnut z Ústavu 

mlékárenského v Praze a jeho identifikace byla provedena již dříve v rámci bakalářské 

práce.  

4.2 Živná média 

V experimentu byly použity dvě různá živná média. Pro bakteriální kmeny Enterococcus 

faecalis CCM 4224, Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420, Proteus mirabilis 

CCM 7188 a bakteriální druh Bacillus subtilis (R25) byl použit bujon mozkosrdcové in-

fúze (BHI, Brain Heart Infusion Broth, HiTech, Bombaj, Indie) a pro bakteriální kmeny 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 

médium M17 Broth (HiMedia, Bombaj, Indie).  

Při přípravě tekutého živného média byla půda BHI nebo M17 Broth navážena s přesností 

na 0,01 g. Oba bujony byly obohaceny o 5 % sacharózy (HiMedia, Bombaj, Indie), protože 

se uvádí, že podporuje tvorbu biofilmu (Schindler, 2001). Půda se sacharózou byla rozpuš-

těna v požadovaném množství destilované vody a následně sterilována v autoklávu Systec 

2540 EL (Systec, Linden, Německo) při teplotě 121 ˚C po dobu 15 min. Pro přípravu pev-

né půdy byla použita půda BHI nebo M17 spolu s agarem (Agar, Type I, HiMedia, Bom-

baj, Indie) za účelem ztuhnutí. Bujon byl pipetován do zkumavek v množství 4,5 ml a půda 

s agarem byla rozlita do Petriho misek. Pevná půda sloužila k uchovávání bakterií. 
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4.3 Chemikálie 

• Ethanol denaturovaný, 96% (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, ČR) 

• Krystalová violeť (Penta, Praha, ČR) 

• Fyziologický roztok 

• Aktivní látky esenciálních olejů: cinnamaldehyd (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, 

USA), eugenol (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA), karvakrol (Sigma-Aldrich 

s.r.o., St. Louis, USA), linalool (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA), thymol 

(Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

4.4 Zařízení a pomůcky 

• Biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, ČR) 

• Autokláv Systec 2540 EL (Linden, Německo) 

• Biologický termostat Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Německo) 

• Tecan infinite M200Pro (Tecan, Männedorf, Švýcarsko) 

• Denzitometr Denzilametr (Erba Lachema s.r.o., ČR) 

• Analytické váhy Adventurer Pro 500 (Ohaus, New Jersey, USA) 

• Vortex IKA MS 3 basic 

• Laboratorní předvážky KERN 

• Kahan 

• Automatické mikropipety 

• Laboratorní sklo a plast (Petriho misky, mikrotitrační destičky, kádinky, zkumavky, 

odměrné válce, zásobní láhve) 

• Sterilní disky, bakteriologické kličky, pinzety a další běžné laboratorní pomůcky 
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5 METODIKA PRÁCE 

Experimentální část diplomové práce má dvě části. V první části byly testovány antimi-

krobní účinky aktivních látek esenciálních olejů pomocí difúzní a diluční metody. Ve dru-

hé části byl testován inhibiční účinek na tvorbu biofilmu v časech 24, 48 a 72 hodin pomo-

cí Christensenovy metody na mikrotitrační destičce.  

5.1 Příprava bakteriální suspenze 

Bakteriální suspenze byla připravena zaočkováním tekutého živného media se sacharózou 

pomocí sterilní kličky kulturou z Petriho misky. Suspenze byla kultivována v termostatu 

Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Německo) po dobu 24 hodin při teplotě 30 °C. 

Tato bakteriální suspenze byla zředěna ve fyziologickém roztoku tak, aby hodnota denzi-

tometru (Denzilametr, Erba Lachema s.r.o., ČR) odpovídala 0,5 McFarlandovy zákalové 

stupnice. 

5.2 Příprava zásobních roztoků aktivních látek esenciálních olejů 

Pro experimentální část bylo nejprve nutné připravit zásobní roztoky aktivních látek o kon-

centraci 5 %. Zásobní roztok byl připraven navážením 0,5 g aktivní látky s přesností na 

0,001 a jejím rozpuštěním v 9,5 ml 96% ethanolu. Zásobní roztoky byly uchovávány 

v lednici. 

5.3 Stanovení antibakteriální aktivity difúzní metodou 

Na povrch agaru BHI nebo M17 bylo rovnoměrně napipetováno 100 µl předem připrave-

ného zředěného inokula. Poté bylo na sterilní disky aplikováno pomocí automatické mi-

kropipety 10 µl 5% zásobního roztoku aktivních látek esenciálních olejů a destilovaná vo-

da. Po odpaření ethanolu byly disky sterilní pinzetou umístěny na agarovou plotnu. Disk 

s destilovanou vodou sloužil jako negativní kontrola a nebyl zde očekáván vznik inhibiční 

zóny. Na jednu Petriho misku bylo tedy umístěno 6 papírových disků. Celý postup byl 

prováděn za aseptických podmínek v Biohazard boxu EUROFLOW (Schoeller, Instru-

ments, ČR). Kultivace probíhala v termostatu po dobu 24 hodin při teplotě 30 °C. Po kulti-

vaci byl měřen průměr inhibičních zón každého disku pomocí pravítka. Průměr jednoho 

disku činil 6 mm. 
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5.4 Stanovení antibakteriální aktivity diluční metodou 

Vliv antibakteriální aktivity aktivních látek esenciálních olejů na růst bakterií byl sledován 

pomocí diluční metody na mikrotitrační destičce. Do jamek bylo dávkováno tekuté živné 

médium obsahující různé koncentrace aktivních látek a následně zaočkováno definovaným 

inokulem. MIC byla vyhodnocena měřením absorbancí po dobu 24 hodin. 

5.4.1 Příprava pracovních roztoků aktivních látek esenciálních olejů 

Požadovaná koncentrace pracovních roztoků aktivních látek byla připravena přidáním pří-

slušného množství zásobního roztoku do 4 ml tekutého živného media se sacharózou viz 

Tab. 1. Každá aktivní látka byla testována v koncentracích 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 250  

a 500 mg/l. Pro každou destičku byly pracovní roztoky připraveny nové. 

Tabulka 1: Pipetované objemy pro přípravu pracovních roztoků aktivních látek 

Koncentrace aktivní látky  

[mg/l] 

Pipetovaný objem zásobního roztoku 

[µl] 

6,25 0,5 

12,5 1 

25 2 

50 4 

100 8 

250 20 

500 40 

 

5.4.2 Příprava mikrotitrační destičky 

Připravené pracovní roztoky s požadovanými koncentracemi byly pipetovány do 96 jam-

kové mikrotitrační destičky v množství 200 µl. Schéma přípravy mikrotitrační destičky je 

na Obr. 7. Symboly EO1–EO3 značí tři různé aktivní látky esenciálních olejů. Koncentrace 

aktivní látky byly pipetovány vzestupně od 6,25 mg/l do 500 mg/l. Každá aktivní látka 

v každé koncentraci byla pipetována ve třech opakováních. Všechny tyto jamky byly zaoč-

kovány 5 µl zředěného inokula, kromě prvního, pátého a devátého sloupce. Ty sloužily 

jako negativní kontrola (NK) a jednalo se pouze o čistý bujon bez inokula. V první řadě 

byl pipetován čistý bujon, který byl zaočkován 5 µl zředěného inokula pro příslušné sloup-
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ce aktivních látek. Jamky, ve kterých rostly bakterie pouze v čistém bujonu bez přídavku 

aktivních látek, sloužily jako pozitivní kontrola. Na mikrotitrační destičce byl testován 

pouze jeden bakteriální kmen. 

 

 

 

Připravená mikrotitrační destička byla vložena do přístroje Tecan infinite M200Pro  

(Tecan, Männedorf, Švýcarsko), ve kterém byla měřena změna optické denzity suspenze 

buněk po dobu 24 hodin. Na přístroji byly nastaveny následující podmínky analýzy: mí-

chání po dobu 15 sekund s frekvencí 2 mm před každým měřením, měření optické denzity 

po půl hodinových intervalech při vlnové délce 600 nm a teplota kultivace 30 ˚C. Data byla 

zaznamenávána softwarem Microsoft Excel 2010. Z naměřených hodnot optické denzity 

byl vypočítán průměr a sestrojena růstová křivka pro jednotlivé koncentrace aktivních lá-

tek daného bakteriálního kmene. 

5.5 Detekce biofilmu – Christensenova metoda 

Pro detekci tvorby biofilmu v přítomnosti aktivních látek byla zvolena standardní Chris-

tensenova metoda v mikrotitrační destičce. Průkaz tvorby biofilmu byl sledován po 24, 48, 

72hodinové kultivaci. Destička byla připravena, tak jak je popsáno v kapitole 5.4.2. Obsah 

jamek destičky byl po výše uvedené kultivaci opatrně vylit a jamky byly třikrát promyty 

vodou, aby se odstranila planktonická fáze a poté fixovány denaturovaným ethanolem po 

dobu 20 minut. Po fixaci byly jednotlivé jamky obarveny krystalovou violetí po dobu 20 

minut. Poté bylo barvivo z jamek odstraněno a jamky promyty vodou. Po usušení byly 

jednotlivé jamky naplněny 250 µl 96% ethanolu (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, ČR), který 

vyluhoval barvivo z vytvořené vrstvy biofilmu. Intenzita zbarvení výluhu v jednotlivých 

jamkách byla měřena na přístroji Tecan infinite M200Pro při vlnové délce 600 nm. 

0 mg/l 

6,25 mg/l 

12,5 mg/l 

25 mg/l 

100 mg/l 

250 mg/l 

500 mg/l 
 

EO1 EO2 EO3 

NK 

Obrázek 7: Schéma přípravy mikrotitrační destičky (upraveno dle Žurková, 

2019) 

NK NK 
Koncentrace EO 
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V tomto pokusu byl proveden i kontrolní slepý vzorek, tj. čistý bujon s aktivními látkami, 

z důvodu vyloučení možnosti tvorby olejového filmu na povrchu jamek, který by potenci-

álně mohl znehodnocovat barvení biofilmu. Slepý vzorek byl proveden u všech aktivních 

látek pro všechny koncentrace. 

Z naměřených hodnot byl vypočítán průměr a směrodatná odchylka optické denzity nega-

tivních kontrol (ODNK). Hraniční hodnota pro pozitivitu (ODH) byla vypočítána jako součet 

trojnásobku směrodatné odchylky a ODNK (ODH = ODNK + 3 × směrodatná odchylka 

ODNK). Výsledky měření lze rozdělit do tří kategorií na základě porovnání vypočtených 

OD s hraniční hodnotou ODH:  

• Kmen netvořící biofilm: OD ≤ ODH 

• Kmen se slabou tvorbou biofilmu: ODH ˂ OD ≤ 2ODH 

• Kmen se silnou tvorbou biofilmu: 2ODH ˂ OD 
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6 VÝSLEDKY 

6.1 Difúzní metoda 

Byla otestována antibakteriální účinnost aktivních látek esenciálních olejů s použitím aga-

rové difúzní metody. Průměr inhibičních zón jednotlivých aktivních látek je zaznamenán 

v Tab. 2. 

Tabulka 2: Průměry inhibičních zón na kultivační půdě 

Kultivační 

půda 
Bakterie 

Průměr inhibiční zóny [mm] 

H2O Cinnamaldehyd Eugenol Karvakrol Linalool Thymol 

BHI 

R25 0 8 8 15 7 15 

4420 0 10 9 14 0 15 

7188 0 13 9 12 0 12 

4224 0 10 0 9 0 9 

M17 
48 0 13 8 18 0 19 

824 0 5 0 9 0 9 

 

Pozn.: R25 – Bacillus subtilis; 4420 – Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; 7188 – Proteus mira-

bilis CCM 7188; 4224 – Enterococcus faecalis CCM 4224; 48 – Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48; 

824 – Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 

Z tabulky 2 je patrné, že největší inhibiční účinek vykazoval thymol a karvakrol, přičemž 

největší inhibiční zóna se vytvořila u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Naopak 

nejmenší inhibiční zóna se vytvořila u Enterococcus faecalis CCM 4224 a Lactococcus 

lactis subsp. cremoris CCDM 824. U těchto dvou zmíněných bakterií byla zjištěna rezis-

tence vůči eugenolu. Vůči cinnamaldehydu byl nejvíce citlivý Proteus mirabilis CCM 

7188 a  Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Nejmenší inhibiční účinek vykazoval 

linalool. Inhibiční zóna se vytvořila pouze u Bacillus subtilis. U ostatních bakterií nebyl 

prokázán antimikrobní efekt. K průkazu jeho antimikrobní aktivity by bylo zapotřebí větší 

koncentrace než 5 %. 

6.2 Diluční metoda 

Účinek aktivních látek esenciálních olejů na růst bakterií byl hodnocen pomocí růstových 

křivek od doby lag-fáze po fázi stacionární. Na Obr. 8 – 15 jsou v grafech znázorněny růs-

tové křivky testovaných bakterií. Kontrolou byl růst bakterií v čistém bujonu bez přítom-

nosti aktivních látek (světle modré křivky). 
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6.2.1 Cinnamaldehyd 

Vliv cinnamaldehydu na testované bakterie je zobrazen na Obr. 8 a 9. Již nejnižší koncen-

trace cinnamaldehydu působila bakteriostaticky, a to na růst Lactococcus lactis subsp.  

lactis CCDM 48 a Enterococcus faecalis CCM 4224. Z růstových křivek pro bakterie  

Proteus mirabilis CCM 7188 a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 je patrné, 

že růst těchto bakterií je inhibován při koncentraci 25 mg/l a růst bakterie Bacillus subtilis 

a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 je inhibován při koncentraci 100 mg/l. 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byl vůči cinnamaldehydu nejméně odolný  

a jeho růst byl zastaven již při koncentraci 250 mg/l, u většiny bakterií došlo při této kon-

centraci pouze k prodloužení lag-fáze. Růst Salmonella enterica subsp. enterica CCM 

4420 byl při koncentraci 250 mg/l opožděn o 4 hodiny, u Enterococcus faecalis CCM 4224 

o 3,5 hodiny a u ostatních bakterií došlo ke prodloužení lag-fáze růstu o 2,5 hodiny. Kromě 

bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 působil cinnamaldehyd v nejvyšší 

koncentraci na všechny bakterie baktericidně. U něj lze při nejvyšší koncentraci cinnamal-

dehydu zaznamenat snížený, ale přesto sledovatelný růst. 

Obrázek 8: Vliv cinnamaldehydu na růst A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis 

CCM 7188  
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6.2.2 Eugenol 

Na Obr. 10 je vyobrazen růst testovaných bakterií pomocí růstových křivek v přítomnosti 

eugenolu. Bakteriostatické účinky této aktivní látky se projevily u Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM 48 při koncentraci 100 mg/l a u všech ostatních bakterií až při 250 

mg/l. Eugenol o koncentraci 250 mg/l způsobil prodloužení lag-fáze růstu Bacillus subtilis  

o 2,5 hodiny. Nejvíce odolnou bakterií byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 

kdy nejvyšší koncentrace eugenolu působila na růst této bakterie taktéž bakteriostaticky. 

Všechny ostatní koncentrace eugenolu na bakterii antimikrobně nepůsobí a růstové křivky 

jsou téměř totožné s kontrolou. Koncentrace 500 mg/l ovlivnila růst Proteus mirabilis 

CCM 7188 prodloužením doby lag-fáze o 2 hodiny, u Enterococcus faecalis CCM 4224  

o 3,5 hodiny a u bakterie Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 lze zaznamenat 

růst dokonce až po 19 hodinách. Pro růst bakterií Bacillus subtilis a Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM 48 byla tato koncentrace smrtící. 

Obrázek 9: Vliv cinnamaldehydu na růst C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 

4420; D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris 

CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
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6.2.3 Karvakrol 

Účinky karvakrolu na růst bakterií jsou zaznamenány na Obr. 11 a 12. Nejvíce citlivou 

bakterií k této látce byl Enterococcus faecalis CCM 4224, kdy inhibici růstu lze zazname-

nat již při nejnižší koncentraci, tedy při 6,25 mg/l. U bakterií Salmonella enterica subsp. 

enterica CCM 4420, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis 

Obrázek 10: Vliv eugenolu na růst A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 

7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis 

CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis 

subsp. lactis CCDM 48 
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subsp. lactis CCDM 48 jsou bakteriostatické účinky pozorovány v koncentraci 50 mg/l,  

u bakterií Bacillus subtilis a Proteus mirabilis CCM 7188 v koncentraci 100 mg/l. Z grafu 

s růstovými křivkami Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Enterococcus  

faecalis CCDM 4224 lze vyčíst, že u roztoku s koncentrací 250 mg/l je pozorována poma-

lejší adaptace bakterií na prostředí, kdy při této koncentraci došlo k prodloužení lag-fáze 

růstu laktokoků o 3 hodiny a u enterokoků až o 11 hodin. V případě bakterie Proteus  

mirabilis CCM 7188 je při této koncentraci sledován velmi zpomalený, ale přesto sledova-

telný růst, jehož lag-fáze byla ukončena po 6 hodinách. Pro ostatní kmeny testovaných 

bakterií byla tato a nejvyšší koncentrace smrtelná. 

Obrázek 11: Vliv karvakrolu na růst A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 

7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis 

CCM 4224 
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6.2.4 Linalool 

Na Obr. 13 a 14 jsou vyobrazeny růstové křivky zkoumaných bakterií v přítomnosti různě 

koncentrovaných roztoků linaloolu. Testované koncentrace této aktivní látky neměly téměř 

žádný antimikrobní efekt na růst. Za nejodolnější bakterii lze považovat Enterococcus  

faecalis CCM 4224, protože všechny růstové křivky testovaných koncentrací jsou totožné 

s kontrolou. Menší inhibiční účinek na růst lze pozorovat v koncentraci 250 mg/l u bakterií 

Bacillus subtilis a Proteus mirabilis CCM 7188 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 

48. Nejvyšší koncentrace roztoku, tj. 500 mg/l vykazovala bakteriostatické účinky na růst 

všech testovaných bakterií. Linalool neměl na žádnou z testovaných bakterií baktericidní 

účinek. 

Obrázek 12: Vliv karvakrolu na růst E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; 

F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 

Obrázek 13: Vliv linaloolu na růst A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 7188 
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6.2.5 Thymol 

Růst testovaných bakterií v přítomnosti různě koncentrovaných roztoků thymolu jsou zob-

razeny na Obr. 15. Nejcitlivější bakterií k této látce byl Lactococcus lactis subsp. lactis 

CCDM 48, kdy se inhibiční účinek projevil již při koncentraci 25 mg/l, u Enterococcus 

faecalis CCM 4224 pak při 50 mg/l. U všech ostatních bakterií lze pozorovat opožděnější 

růst oproti kontrole při 100 mg/l. V této koncentraci dochází u Enterococcus faecalis CCM 

4224 k prodloužení lag-fáze růstu o 5 hodin a u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 

o 2,5 hodiny. I přestože byl Enterococcus faecalis CCM 4224 k této látce již při nižších 

koncentracích nejcitlivější, můžeme z grafu vyčíst, že při koncentraci 250 mg/l lze po  

8 hodinách zaznamenat růst. V této koncentraci roztoku rostl také Lactococcus lactis 

subsp. cremoris CCDM 824, jehož lag-fáze růstu byla prodloužena o 3 hodiny. Pro ostatní 

testované bakterie byla koncentrace 250 a 500 mg/l smrticí. 

Obrázek 14: Vliv linaloolu na růst C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; 

D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 

824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
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6.3 Detekce biofilmu 

Na Obr. 16 – 22 je zaznamenána tvorba biofilmu testovaných bakterií. Tvorba biofilmu 

byla hodnocena v časech 24, 48 a 72 hodin. V přítomnosti karvakrolu a thymolu byl hod-

nocen od koncentrace 50 mg/l a u cinnamaldehydu, eugenolu a linaloolu od koncentrace 

100 mg/l, jelikož nižší koncentrace neměly na tvorbu biofilmu žádný vliv, a byly shodné 

Obrázek 15: Vliv thymolu na růst A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 7188; 

C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis CCM 

4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. 

lactis CCDM 48 
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s kontrolou. Kontrolou byla tvorba biofilmu v čistém bujonu (světle modrý sloupec). Hra-

niční hodnota pro pozitivitu ODH byla vypočtena tak, jak je uvedeno v kapitole 5.5, 

v grafech je zaznačena vodorovnou červenou čárou, a 2ODH je pak dvojnásobek ODH a je 

zaznačena vodorovnou černou čárou. Oblast pod červenou čarou značí negativní tvorbu 

biofilmu, oblast mezi červenou a černou čarou značí slabou tvorbu biofilmu a oblast nad 

černou čarou značí silnou tvorbu biofilmu. 

6.3.1 Cinnamaldehyd 

Působení cinnamaldehydu na tvorbu biofilmu testovaných bakterií je znázorněno na Obr. 

16. Bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byla schopna růstu v roztoku 

cinnamaldehydu do koncentrace 500 mg/l, avšak již koncentrace 100 mg/l způsobila časo-

vý posun tvorby silného biofilmu na 48 hodin. V koncentraci 250 mg/l byl již biofilm osla-

ben. U této bakterie si lze povšimnout, že v roztoku o nejvyšší koncentraci lze zaznamenat 

snížený růst a s tím i tvorbu slabého biofilmu. V dalších časových intervalech je ale bio-

film eradikován. Stejně tak u Bacillus subtilis, jakožto producenta slabého biofilmu způso-

bila koncentrace 100 mg/l časový posun tvorby silného biofilmu na 72 hodin. I přestože 

bakterie v roztoku cinnamaldehydu o koncentraci 250 mg/l po 24hodinové kultivaci roste, 

dokázala tato koncentrace významně potlačit tvorbu biofilmu. Velmi slabý biofilm se začal 

tvořit až po 48 hodinách. Nejodolnější biofilm vytvořil Proteus mirabilis CCM 7188. Tato 

bakterie byla schopná růst, a především tvořit silný biofilm v roztoku cinnamaldehydu do 

koncentrace 250 mg/l. V grafu této bakterie si lze i povšimnout zvýšenou tvorbu biofilmu 

při expozici cinnamaldehydu oproti kontrole. Může to být způsobeno tím, že bakterie na-

cházející se v nepříznivých podmínkách, začne produkovat větší množství biofilmu pro 

svou ochranu, anebo může tato látka tvorbu biofilmu podporovat. V této koncentraci byly 

schopné tvořit biofilm i další bakterie. Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 po-

třebovala na vytvoření silného biofilmu v koncentraci 250 mg/l 72 hodin. Pouze slabou 

tvorbu biofilmu po 48 hodinách lze zaznamenat u Enterococcus faecalis CCM 4224. 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 50 

 

 

 

Obrázek 16: Vliv cinnamaldehydu na tvrobu biofilmu A) Bacillus subtilis;  

B) Proteus mirabilis CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420;  

D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 

824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
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6.3.2 Eugenol 

Tvorba biofilmu testovaných bakterií v přítomnosti roztoku eugenolu je znázorněna na 

Obr. 17 a 18. Za nejvíce odolnou bakterii lze považovat Lactococcus lactis subsp. cremoris 

CCDM 824, protože nejvyšší testovaná koncentrace eugenolu nedokázala potlačit ani růst, 

a ani tvorbu biofilmu. Ve všech časových intervalech tato bakterie tvořila velmi silný bio-

film. Velmi odolný a silný biofilm tvořil i Proteus mirabilis CCM 7188. I když byl jeho 

růst nejvyšší koncentrací zpomalen, dokázal již po 24 hodinách vytvořit silný biofilm.  

U bakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 taktéž došlo při nejvyšší koncentraci ke zpo-

malení růstu, avšak k tvorbě silného biofilmu bylo zapotřebí třídenní kultivace. Bakterie 

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 tvořila silný biofilm ve všech časových interva-

lech a v těch koncentracích, ve kterých byla schopna růstu. U bakterie Bacillus subtilis 

došlo ke stejnému časovému posunu tvorby biofilmu, jako v případě roztoku cinnamalde-

hydu. Biofilm Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 byl oslaben koncentrací 250 

mg/l. V nejvyšší koncentraci došlo k výraznému zpomalení růstu, a proto k vytvoření sla-

bého biofilmu bylo zapotřebí 72 hodin. 

 

 

 

 

Obrázek 17: Vliv eugenolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis 

CCM 7188 
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6.3.3 Karvakrol 

Na Obr. 19 je znázorněna tvorba biofilmu testovaných bakterií v přítomnosti karvakrolu. 

Tato látka měla velmi výrazný vliv na tvorbu biofilmu Proteus mirabilis CCM 7188,  

Enterococcus faecalis CCM 4224 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824.  

U těchto bakterií je zajímavé, že jsou schopny růstu v koncentraci karvakrolu 250 mg/l, ale 

tvorba biofilmu je ve všech časových intervalech potlačena. U bakterie Lactococcus lactis 

subsp. cremoris CCDM 824 dokonce došlo k časovému posunu tvorby silného biofilmu na 

72 hodin, a to v koncentraci 100 mg/l. K časovému posunu také došlo u bakterie Bacillus 

subtilis. I když není v koncentraci 50 mg/l zaznamenána žádná inhibice růstu, tvorba bio-

filmu byla oproti kontrole po 48 a 72 hodinách redukována na slabý. U bakterie  

Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 také došlo k časovému posunu 

v koncentraci 50 mg/l, kdy se silný biofilm začal tvořit až po 48 hodinách. Ovšem 

Obrázek 18: Vliv eugenolu na tvorbu biofilmu C) Salmonella enterica subsp. enterica 

CCM 4420; D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp.  

cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 53 

 

v koncentraci 100 mg/l byla tvorba silného biofilmu také potlačena. Bakterie Lactococcus 

lactis subsp. lactis CCDM 48 tvořila silný biofilm ve všech časových intervalech a v těch 

koncentracích, ve kterých byla schopna růstu. 

Obrázek 19: Vliv karvakrolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis;  

B) Proteus mirabilis CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420;  

D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 

824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
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6.3.4 Linalool 

Působení linaloolu na tvorbu biofilmu testovaných bakterií je znázorněno na Obr. 20 a 21. 

U této aktivní látky se neosvědčily ani inhibiční účinky na růst a ani na tvorbu biofilmu. 

V grafech si lze povšimnout, že všechny bakterie velmi dobře rostou a téměř všechny tvoří 

silný biofilm ve všech koncentracích. Pouze Bacillus subtilis tvořil v přítomnosti roztoku 

linaloolu po 48 a 72hodinové inkubaci slabý biofilm. Zajímavý rozdíl je však v množství 

produkovaného biofilmu, resp. v hodnotě naměřené absorbance vyluhovaného barviva  

u každé bakterie. U bakterie Proteus mirabilis CCM 7188 roste množství produkovaného 

biofilmu s koncentrací roztoku. Zvýšenou tvorbu biofilmu oproti kontrole lze pozorovat  

i u Enterococcus faecalis CCM 4224. 

 

Obrázek 20: Vliv linaloolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis 

CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus  

faecalis CCM 4224 
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6.3.5 Thymol 

Na Obr. 22 jsou v grafech znázorněny výsledky měření optické denzity a určení tvorby 

biofilmu testovaných bakterií. Tato aktivní látka působila na růst bakterií a jejich tvorbu 

biofilmu obdobně jako karvakrol. Bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 

dokázala stejně jako v karvakrolu růst v koncentraci 250 mg/l, ale její tvorba biofilmu byla 

v této koncentraci thymolem taktéž potlačena. Rozdílem u této bakterie je však časový 

posun tvorby biofilmu v koncentraci 100 mg/l, kdy se silný biofilm začal tvořit už po  

48 hodinách. Oproti karvakrolu dokázal thymol posunout tvorbu biofilmu Bacillus subtilis 

v koncentraci 100 mg/l až na 72 hodin. I když není růst bakterie Salmonella enterica 

subsp. enterica CCM 4420 v koncentraci 50 mg/l nijak inhibován, tvorba silného biofilmu 

byla potlačena. Za nejodolnější bakterii lze v tomto případě považovat Enterococcus  

faecalis CCM 4224. V koncentraci 250 mg/l dochází sice ke zpomalenému růstu, ale bak-

terie je schopna se vůči této látce bránit tvorbou slabého biofilmu. Bakterie Proteus  

mirabilis CCM 7188 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 tvořily silný biofilm ve 

všech časových intervalech a v těch koncentracích, ve kterých byly schopny růstu. 

 

 

 

 

Obrázek 21: Vliv linaloolu na tvorbu biofilmu E) Lactococcus lactis subsp. cremoris 

CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
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Obrázek 22: Vliv thymolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis 

CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus  

faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus 

lactis subsp. lactis CCDM 48 
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7 DISKUZE 

V publikovaných vědeckých článcích se uvádí, že esenciální oleje a jejich aktivní látky 

mají antimikrobní účinky a mohou sloužit jako přírodní antimikrobní činidla proti různým 

patogenům. Uvádí se, že působení těchto látek vůči grampozitivním a gramnegativním 

bakteriím je rozdílné. Dle Chouhan et al., (2017) mohou být grampozitivní bakterie citli-

vější než grampozitivní bakterie, což bylo prokázáno i v této práci. Oussalah et al., (2007) 

uvádějí, že fenolické sloučeniny, jako karvakrol a thymol obecně patří mezi nejúčinnější 

antibakteriální látky esenciálních olejů. Výsledky této práce se s tímto shodují, neboť ka-

rvakrol a thymol měly největší inhibiční účinek. 

Manu (2016) popisuje tvrzení, že za antimikrobní aktivitu cinnamaldehydu je zodpovědná 

karbonylová skupina v molekule. Při nízkých koncentracích je cinnamaldehyd schopen 

inhibovat různé enzymy podílející se na životních funkcích buněk. Při vyšších koncentra-

cích působí jako inhibitor ATPázy a při smrtelných koncentracích pak narušuje cyto-

plasmatickou membránu. I přestože existuje mnoho studií o tom, že cinnamaldehyd intera-

guje cytoplasmatickou membránou, stále není zcela jasné, jak k narušení membrány do-

chází. Kwon, Yu a Park (2003) ve své studii testovali skořicový aldehyd na bakterie  

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Salmonella enterica. Zjistili, 

že nejcitlivější bakterií byl Bacillus subtilis, kdy koncentrace 100 mg/l této látky způsobila 

8% inhibici růstu, koncentrace 200 mg/l způsobila 70% inhibici růstu a v koncentraci  

400 mg/l už nebyl zaznamenán žádný růst. U bakterie Salmonella enterica způsobila tato 

koncentrace 87% inhibici růstu. V našem případě byla použita koncentrace 500 mg/l, která 

zcela inhibovala růst Bacillus subtilis a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420. 

Ooi et al. (2012) hodnotili antimikrobní efekt cinnamaldehydu proti Pseudomonas  

aeruginosa, Escherichia coli a Staphylococcus aureus, kdy MIC pro gramnegativní kmeny 

byla stanovena na 250 mg/l a pro Staphylococcus aureus na 600 mg/l. V naší práci byla 

MIC gramnegativních kmenů stanovena na 100 mg/l. Dunn, Davidson a Critzer (2016) se 

zabývali antimikrobní účinností cinnamaldehydu proti bakteriím mléčného kvašení. Mini-

mální baktericidní koncentrace (MBC) byla stanovena v rozmezí 500 – 1000 mg/l, což se 

shoduje s výsledky naší práce. Pro zvýšení antimikrobní aktivity se složky esenciálních 

olejů kombinují s jinými antibakteriálními látkami. Moleyar a Narasimham, (1992) proká-

zali synergický účinek cinnamaldehydu a eugenolu, kdy v koncentracích 250 mg/l a 500 

mg/l tato směs zcela inhibuje růst Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp.  

a Enterobacter sp. V naší práci bylo, v případě obou látek, dosaženo úplné inhibice růstu 
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bacilů až v koncentraci 500 mg/l. Albano et al. (2019) potvrdili schopnost cinnamaldehydu 

inhibovat růst komenzální bakterie lidské kůže Staphylococcus epidermidis a inhibovat 

tvorbu biofilmu. Minimální baktericidní koncentrace byla stanovena na 500 mg/l, 

k eradikaci předem vytvořeného biofilmu pak bylo zapotřebí 4krát větší koncentrace než 

koncentrace potřebná k inhibici růst planktonické fáze. Tím se tedy potvrzuje tvrzení 

Schulte, Wingender a Flemming (2005), že biofilmy jsou 10krát až 1000krát odolnější než 

odpovídající planktonické buňky, a že pro inhibici biofilmu jsou zapotřebí dvojnásobně až 

čtyřnásobně vyšší koncentrace esenciálních olejů než v případě planktonických buněk. Na 

základě prostudovaných článků lze říci, že spousta autorů se zabývá účinkem esenciálních 

olejů a jejich aktivních látek na již předem vytvořené biofilmy, a proto je v mnoha článcích 

uvedena mnohem vyšší koncentrace než koncentrace potřebná k inhibici růstu planktonu. 

Dle mého názoru, je mnohem efektivnější se zabývat prevencí tvorby biofilmu. Ali et al. 

(2020) se zabývali účinkem cinnamaldehydu na biofilm Enterococcus faecalis. Tato aktiv-

ní látka v koncentraci 500 mg/l dokázala snížit metabolickou aktivitu biofilmu během  

24 hodin. V naší práci tohoto výsledku bylo dosaženo již v koncentraci 250 mg/l, protože 

nejvyšší koncentrace zcela inhibovala růst bakterie. Rozdíl dosaženého výsledku může být 

dán odlišností použitého kmene, a tedy lze odvodit, že tvorba biofilmu je kmenově speci-

fická vlastnost. 

Eugenol, stejně jako karvakrol, thymol nebo cinnamaldehyd také patří mezi fenolické 

sloučeniny s antimikrobním účinkem. Ve studii Devi et al. (2013) byl pomocí diskové di-

fúzní metody hodnocen antibakteriální účinek eugenolu na bakterii Proteus mirabilis. Roz-

tok eugenolu o koncentraci 1 % způsobil zónu o velikost 8 mm a roztok o koncentraci  

10 % způsobil zónu o velikosti 11 mm. V této práci byl použit 5% roztok eugenolu, který 

způsobil inhibiční zónu o velikosti 9 mm, takže náš výsledek je srovnatelný s výsledkem 

této studie. Dále byla stanovena MBC na 2500 mg/l. V této práci by tedy musela být použi-

ta pětkrát větší koncentrace, aby došlo k zastavení růstu této bakterie. Také zjistili, že vý-

znamné zvýšení pH zvyšuje i antibakteriální aktivitu eugenolu, což je faktor, který může 

podpořit zvýšení účinnosti této látky. Dle Takahashi et al. (2021) je pro potlačení růstu 

Enterococcus faecalis zapotřebí koncentrace 2000 mg/l, což je 4krát více než bylo použito 

v této práci. V jiné experimentální studii byla hodnocena účinnost kombinace eugenolu 

s konvenčním antibiotikem. Byl prokázán synergický efekt, kdy eugenol způsobil 50% 

ztrátu integrity membrány a došlo tak ke zvýšení penetrace antibiotik (MOHAMMADI 

NEJAD, ÖZGÜNEŞ a BAŞARAN, 2017). Je také prokázáno, že eugenol vykazuje inhi-
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biční účinky vůči biofilmům gramnegativních a grampozitivních bakterií včetně rodů 

Porphyromonas, Salmonella, Escherichia a Listeria (Walsh et al., 2019). Utami et al. 

(2021) prokázali, že 1% eugenol má větší inhibiční účinky na orální polymikrobiální bio-

filmy než běžně komerčně dostupné ústní vody.  

Karvakrol je také zkoumán kvůli účinkům na bakteriální biofilmy. V jedné studii byl testo-

ván účinek karvakrolu na dvoudruhový biofilm (Staphylococcus aureus a Salmonela  

enterica serovar typhimurium). Úplné eradikce nebylo dosaženo u celé populace. Účinnost 

karvakrolu byla tedy zlepšena, a to zapouzdřením do povrchově aktivní látky, a testována 

proti Escherichia coli a Listeria monocytogenes. Tato metodika se jeví jako další alternati-

va vedoucí ke zvýšení účinnosti těchto látek (Suntres, Coccimiglio a Alipour, 2014).  

Burt et al., (2014) se zabývali účinkem karvakrolu na tvorbu biofilmu a na již vytvořené 

biofilmy a zjistili, že karvakrol neměl téměř žádnou aktivitu vůči existujícímu biofilmu. 

Tato studie tedy dokazuje, že biofilm poskytuje ochranu před touto látkou a aktivita karva-

krolu vůči tvorbě biofilmu je účinnější. V naší práci jsme se taktéž zabývali prevencí tvor-

by biofilmu, v níž jsme dokázali, že k potlačení tvorby biofilmu nejsou zapotřebí vysoké 

koncentrace. MIC karvakrolu vůči Bacillus subtilis stanovili Ben Arfa et al. (2006) na  

250 mg/l. V naší práci byla tato koncentrace baktericidní a MIC byla stanovena na  

100 mg/l. Důvodem dosažení rozdílných výsledků může být v odlišnosti použité metodiky, 

kdy autoři článku stanovovali MIC pouze vizuálně. Ultee, Bennik a Moezelaar (2002) však 

stanovili MIC růstu této bakterie na 110 mg/l, což už se shoduje s výsledky naší práce. 

MIC Salmonella enterica byla pak stanovena Miladi et al., (2016) na 63 mg/l, což je velmi 

blízký výsledek tomu našemu. Námi dosažená MBC u Enterococcus faecalis CCM 424 se 

taktéž shoduje s výsledky této studie, v níž byla stanovena na 512 mg/l (Miladi et al., 

2016). Je taktéž prokázáno, že karvakrol potlačuje růst bakterií mléčného kvašení (Takaha-

shi et al., 2021). 

Podle Alves et al., (2016) by měl být linalool účinnější proti gramnegativním bakteriím. 

Herman et al., (2016) testovali antimikrobiální účinky vybraných esenciálních olejů samo-

statně i v kombinaci s linaloolem na mikroorganismy Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Aspergillus brasiliensis. Prokázali, že kombina-

ce olejů, konkrétně hřebíčkového a tymiánového s linaloolem vykazovala vyšší antimi-

krobní účinek a to proti Pseudomonas aeruginosa a Aspergillus brasiliensis. Liu et al. 

(2020) stanovili MIC růstu Pseudomonas aeruginosa na 431 mg/l a MBC na 862 mg/l. 

V naší práci bylo dosaženo podobných výsledků u gramnegativních bakterií Salmonella 
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enterica subsp. enterica CCM 4420 a Proteus mirabilis CCM 7188, u nichž byla MIC sta-

novena na 500 mg/l. Alves et al., (2016) zkoumali inhibiční účinky oleje z koriandru na 

růst oportunního mikroorganismu Acinetobacter baumannii, který je schopen způsobovat 

nozokomiální infekce. V koriandrovém oleji je zastoupen linalool, α–pinen, p–cymen, kafr 

a geranyl acetát. Prokázali, že nejvyšší inhibiční účinek vykazoval linalool, kdy u difúzní 

diskové metody se vytvořily inhibiční zóny v rozmezí 20–63,5 mm. U diluční metody byla 

MIC a MBC stanovena na 2–8 µl/ml. 

Thymol působí antibakteriálně na široké spektrum jak grampozitivních, tak gramnegativ-

ních bakterií. Patří mezi ně potravní bakterie jako Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, 

Listeria a Bacillus popřípadě některé patogeny podílející se na infekci dýchacích cest jako 

je Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes 

a Staphylococcus aureus. Uvádí se, že MIC thymolu je stanovena na 3,13–6,25 mg/l  

(Salehi et al., 2018). Thymol ovlivňuje propustnost cytoplasmatické membrány, inhibuje 

růst nebo ovlivňuje produkci bakteriálních toxinů (Gavaric et al., 2015). Gavaric et al., 

(2015) hodnotili antibakteriální účinky karvakrolu, thymolu a jejich kombinace na bakterie 

Bacillus cereus, Salmonella, Staphylococcus aureus a Escherichia coli pomocí mikro-

diluční metody. Prokázali, že 250 mg/l je schopno inhibovat všechny testované bakterie. 

V naší práci se taktéž podařilo koncentrací 250 mg/l inhibovat růst Bacillus subtilis  

a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420. Avšak synergický účinek thymolu  

a karvakrolu má vliv na snížení MIC, která byla stanovena na 62,5 µg/ml u Staphylococcus 

aureus a Escherichia coli a u Bacillus cereus a Salmonella na 125 µg/ml. Kang et al., 

(2018) hodnotili aktivitu tymiánového oleje, jehož součástí je thymol, vůči biofilmu  

Bacillus cereus. Zjistili, že koncentrace 125 mg/l inhibuje tvorbu biofilmu a v koncentraci 

250 mg/l je biofilm eradikován. V naší práci byl použit Bacillus subtilis. Jeho tvorba bio-

filmu byla eradikována již v koncentraci 100 mg/l, protože vyšší koncentrace vykazovaly 

inhibici na růst. Aktivitu tymiánového oleje na růst a tvorbu biofilmu Enterococcus  

faecalis hodnotil Liu et al. (2020). MBC této bakterie byla stanovena na 512 mg/l a kon-

centrace 256 mg/l významně inhibovala po 72 hodinách tvorbu biofilmu. V naší práci tvo-

řil Enterococcus faecalis CCM 4224 v koncentraci 250 mg/l velice slabý biofilm. Naměře-

ná hodnota OD v této koncentraci po 72 hodinách byla téměř rovna hraniční hodnotě pro 

pozitivitu ODH. Hodnota MBC byla v této práci stanovena na 500 mg/l, což se shoduje 

s výsledky této studie. Na základě výsledků bylo zaznamenáno, že thymol byl vůči růstu 

bakterií účinnější než karvakrol, čehož dosáhli ve své studii i Miladi et al., (2016). 
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8 ZÁVĚR 

I přesto, že jsou esenciální oleje považovány za relativně bezpečné, jejich použití 

v kosmetice a potravinářství je omezeno, protože vysoké koncentrace mohou ovlivňovat 

organoleptické vlastnosti kosmetických produktů a potravin, popřípadě způsobovat po-

dráždění a alergie. Z tohoto důvodu je nutné stanovovat minimální inhibiční koncentrace 

nezbytnou k zabránění růstu nežádoucích patogenní mikroorganismů bez toho, aniž by 

došlo ke změně jakýchkoliv vlastností kosmetického produktu či potravin. 

Nejprve byla v této práci stanovena citlivost bakterií k daným aktivním látkám esenciál-

ních olejů. K tomuto byl použit koncentrovaný zásobní roztok a ke stanovení citlivosti nám 

posloužil diskový difúzní test. Největší inhibiční zóny se tvořili kolem disku s karvakrolem 

a thymolem. Tímto testem bylo také zjištěno, že nejvíce citlivý vůči všem EO byl  

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 a nejvíce odolný a Lactococcus lactis subsp. 

cremoris CCDM 824.  

Ke zjištění míry citlivosti či rezistence bakterií k aktivním látkám byl použit diluční test 

v mikrotitrační destičce s měřením absorbance a následným vyhodnocením MIC růstu. 

Všechny testované bakterie byly nejcitlivější na přítomnost cinnamaldehydu, kdy se inhi-

biční účinky na růst dostavily již při nízkých koncentracích. Byly také prokázány inhibiční 

účinky karvakrolu a thymolu, kdy tyto dvě látky byly schopné na rozdíl od cinnamaldehy-

du zastavit růst některých bakterií již v koncentraci 250 mg/l. Nejvíce vnímavý na přítom-

nost všech testovaných aktivních látek byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48  

a Enterococcus faecalis CCM 4224. Pro laktokoka byla MIC cinnamaldehydu stanovena 

na 6,25 mg/l, pro karvakrol na 50 mg/l a pro thymol na 25 mg/l. Pro enterokoka byla MIC 

cinnamaldehydu a karvakrolu stanovena na 6,25 mg/l a pro thymol na 50 mg/l. I přestože 

byl Enterococcus faecalis CCM 4224 vůči látkám velmi citlivý, dokázala tato bakterie růst 

v těch koncentracích, které byly pro ostatní bakterie inhibiční. Toho byl schopen  

i Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, jehož lze považovat za nejodolnější tes-

tovanou bakterii. Nejnižší inhibiční účinky vykazoval eugenol, kdy dokázal v nejvyšší 

koncentraci potlačit růst pouze Bacillus subtilis a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 

48. Linalool nevykazoval vůbec žádnou antimikrobní aktivitu.  

Dále byl proveden průkaz tvorby biofilmu v přítomnosti aktivních látek ve třech časových 

intervalech. Největší účinky na biofilm měl karvakrol a thymol. Thymol způsobil  

u Bacillus subtilis v koncentraci 100 mg/l časový posun tvorby biofilmu až na 72 hodin.  
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U Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 způsobil redukci tvorby silného biofilmu 

na slabý již v koncentraci 50 mg/l. Karvakrol dokázal potlačit tvorbu biofilmu 

v koncentraci 250 mg/l u Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224 

a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, i přestože bakterie byly schopné růstu. 

Cinnamaldehyd měl největší vliv na biofilm bakterií až v koncentraci 250 mg/l. Nejnižší 

účinky vykazoval eugenol a linalool, kdy v přítomnosti linaloolu všechny bakterie tvořily 

biofilm.  

Na základě provedeného experimentu lze usoudit, že aktivní látky jsou vhodnou alternati-

vou antimikrobních látek pro potravinářský a kosmetický průmysl. Velký potenciál se jeví 

v hledání nových alternativ vedoucích ke zvýšení účinnosti těchto látek.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

 

ATP Adenosintrifosfát 

BHI Mozkosrdcová infuze 

BTT BioTimer test 

DNA Deoxyribonukleová kyselina 

EO Aktivní látka esenciálního oleje 

EPM Extracelulární polymerní matrice 

EU Evropská unie 

FISH 

MBC 

Fluorescenční in situ hybridizace 

Minimální baktericidní koncentrace 

MIC Minimální inhibiční koncentrace 

MTT 3-[dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid 

NK Negativní kontrola 

OD Optická denzita 

RT-PCR Kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase 

SFE Superkritická fluidní extrakce 

SVP Správná výrobní praxe 

UV Ultrafialové záření 
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