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ABSTRAKT

Diplomova préace je za¥ena na esencialni oleje, jejich antibakteriakkiinky a moznosti
vyuziti. Teoretickacast pojednava o chemickém slozeni esencialnicli, abejmetodach
jejich ziskavani a o vlastnostech, které jsou pamgtlivé oleje typické. Déle jsou charak-
terizovany mikroemulze, moznosttipravy a metody jejich stanoveni. Esencialni oleje
jsou zkoumany pro Siroké moZznosti jejich vyuZithatravindstvi, farmacii a kosmetice.
Praktickacast je ¥novana studiu antibakterialnicltiaka esencialnich oléjza pomaoci
difuzni diskové metody. Dale je z&rena na fipravu mikroemulzi a gfeni antibakterial-

ni aktivity oleji v mikroemulzi za pomoci difazni a dini metody. Esencialni oleje i mik-
roemulze z nich vyti@né byly testovany na grampozitivnhich a gramnegativbakteriich

a byl sledovan jejich vliv naist a mnozeniethto mikroorganizr.

Kli¢ova slova: esencialni olej, mikroemulze, mikrooigarus, antibakterialni aktivita.

ABSTRACT

The thesis is focused on essential oils, theiawterial activity and their possible appli-
cations. The theoretical part deals with the chamtomposition of essential oils, pro-
duction methods and properties that are typicalagh oil. The following part is devoted to
microemulsions, their cha-racteristics, determoratind preparation. Essential oils are in-
vestigated for a wide range of ap-plications indlopharmaceutical and cosmetics. The
practical part of the thesis deals with the evabmabf antibacterial effect of essential oils
by disc diffusion method. Subsequently micro-enauisiwith essential oils were prepared
and determination of their antibacterial activitgsancarried out using diffusion and dilution
methods. Essential oils and microemulsions wertede®r their effect on the growth and

reproduction of Gram-positive and Gram-negativedya.

Keywords: essential oil, microemulsion, microorganj antibacterial activity.
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UvoD

Duvody zkoumani esencialnich algjrameni pedevsim ze zrgaych moznosti jejich vyu-
Ziti. Rada autal se zabyva esencialnimi oleji pro jejickinky a to gredevsim dinky anti-
bakterialni, antivirové, analgetické, antimutageraritikarcinogenni nebo protizlivé.
Jejich vyuziti je stalefedmetem mnoha studii. Jako efektivni se jevi vyuzitifammacii,
kosmetice nebo potravifgvi. Oleje jsou zamySleny jako moZna prevence nélia in-
fekénich onemocEni nebo dokonce jako mozna nahrada antibiotikjvodu zvySujici se
rezistence bakterii kKinto chemickym latkam.#ednttem vyzkumu jsou takérimé a ne-
piimé nasledky pouziti okeja jejich jednotlivychdkavych slozek. Otazkouigtava, zda je
jejich vyuziti bezp&né k prodlouzeni doby udrznosti potravin a zda tegéa neovlivni

jejich organoleptické vlastnosti. K tomu je zajebti provést dalsi studie.

Esenciélni oleje jsou stei ttkavych latek, které jsou syntetizovany Zivymi ornganmy.
Existuje mnoho zfsohi jejich ziskavani, f@devsSim lisovani nebo destilace. Z literatury je
znamo, Ze sloZeni oleje jednoho rostlinného drihmge liSit v zavislosti na zeepis-
ném pivodu pEstovani, zpsobu sklizé nebo metod izolace. To niZze do zn&né miry

ovlivnit G¢inky oleje a zfisobit variabilitu v jeho sloZeni.

Cilem této prace bylo zhodnotit antibakterialtinbhost vybranych esencialnich glepale
pak vyrobit mikroemulze testovanych dgleStudie byla provedena metodu difuzni disko-
vou a metodou dikkni. DalSim cilem této diplomové prace bylo porovranky esencial-
nich olej a olefi v mikroemulznim systému. Antibakterialnfidek byl testovan na gram-

pozitivnich a gramnegativnich bakteriich.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

12

|. TEORETICKA CAST



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 13

1 ESENCIALNI OLEJE

Esencialni oleje (nazyvany také jako éterické otejesence, EO) jsou komplexni &sn
teékavych slozek a jsou syntetizovany Zivymi organizifyto latky jsou nejasgji rostlin-
ného mivodu a mohou byt izolovanyaiznymi metodami, zejména vSak destilaci (vodni,
parni, suchou) anebo lisovanintdgevsim z citrusovych pl&j [1,2]. Za esencialni oleje
obvykle nejsou povazovany latky ziskané z rostlofmynateridl extrakci organickymi
rozpoustdly. Nékteré esencialni oleje jsou takée Zidmého fivodu, nap. spermacet vor-
vani (rod Physetey ¢i pizmo kabary pizmovéh@Moschus moschiferjisDéle jsou esenci-

alni oleje produkovany také mikroorganizmy [2].

Vyznam produkce esencialnich diejostlinnymi buikami a jejich biologicka funkce
nebyly doposud zcela objasty. Z dostupné literatury vSak vyplyva, Zze esemndidleje
mohou phisobit napiklad jako obranné latky poskytujici rostlimchranu proti Skdcim
a okusu, dale seckteré slozky esencialnich alemohou podilet na komunikaci mezi
rostlinami, nebo mohou slouZit jako tzv. it poslové.Casto se jedna o produkty

sekundarniho metabolizmu [3-8].

Obecr vzato maji vSechny rostliny schopnost produko¥kawé latky, mnohdy oviem
pouze ve stopovém mnozstvi [3]. Rostliny, kteréujsguzivany pro komeni produkci
esencialnich ol@j l1ze rozeélit do dvou skupin. Jedna skupinaegstavuje rostliny
produkujici unikatni sis €kavych latek, které vytwacharakteristickouwni dané rostliny
(nag. riZe ¢i jasmin). Tyto &kavé latky jsou fes epidermalni vrstvy uvsbvany do
okolniho prostedi. Z takovych rostlin Ize ziskat pouze malé mnhazsleje a kroms
destilace se pouzivaji i dalSi metody pro zachytdaivych vonnych latek, néilad tzv.
enfleuraz [3,9]. Pro druhou skupinu rostlin je tka@ schopnost akumulacgkavych latek
ve specializovanych anatomickych strukturach, cogdev k vy§8Sim koncentracim
esencialnich ol@j v dané rostlia. Mezi takové anatomické struktury Hanhagiklad

sekreni idioblasty, kavity nebo Zlaznaté trichomy [3,10]

Prikladem rostlinnyclteledi, které produkuji esencialni oleje, jsBpiaceag(mitikovité),
Asteraceadhweézdnicovité), CupressaceaécypxiSovité), Hypericaceag(tiezalkovité),La-

miaceag(hluchavkovité) neb®inaceag(borovicovité) [2].

Esenciélni oleje, stejnjako jejich frakce a izolaty jsou ha@jnvyuzivany v mnoha

odwtvich prtimyslu. Jako vonné a ctiové latky jsou pouzivany v potravinach a
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kosmetice. Mnohé oleje&i jejich slozky nachazi uplatni také ve farmaceutickém
pramyslu. Antimikrobialni aktivita EO a jejich jednotych sloZzek je zakladem
rozmanitych produki jako jsou Ustni vody, antiseptikd konzerv&ni systémy [11].
Samostatnou oblasti vyuziti EO je aromaterapiené&iéhi oleje jsou pouzivanydistém i
ziedkkném stavu [1,2,12,13].

1.1 Chemicka charakteristika esencialnich olaj

Z hlediska chemického jsou esencialni oleje komglexesi latek, které obsahuji zpravi-
dla 20 az 60tznych komponent. Kazdy olej je ttem ze dvou azit majoritnich slozek,
které jsou pitomny ve vysokych koncentracich, aizmého potu minoritnich slozek i
tomnych ve stopovém mnozstvi. Nitglad esencialni olej ziskany z maty peprn&enob-
sahovat az 60 % mentholu a t#n20 % menthonu [10]. Slozky esencialnich blgjou
vétsSinou lipofilni latky o malé molekulové hmotnosiedna se aizné uhlovodiky a jejich
kyslikové derivaty. Mimo tyto slaieniny mohou esencialni oleje obsahovat i dalSivéeri
ty, a to zejména dusikatésirné, ty se vSak vyskytuji spiSe v minoritnimaastvi. Slozky
esencialnich ol@jlze rozalit do dvou skupin na terpenoidni a neterpenoidmhgonenty.
VétSina slozek ma skelet slozen z izoprenovych jeslna pati tudiz mezi terpeny
[2,8,14]. Je znamo, Ze sloZeni esencialnichiatégkanych ze stejnych dniuhrostlin se
muze liSit v zavislosti na jejichgwodu, klimatickych podminkach aagobu sklizg. Riz-
né chemické sloZenédhto oleji se pak mze projevit i variabilitou jejich viastnostifiP
kladem niize byt antibakterialni aktivita, ktera sdéize liSit u olefi ziskanych ze stejnych

rostlinnych druld péstovanych vikznych klimatickych podminkach [15,16].

1.1.1 Terpenoidni uhlovodiky

Terpenoidni uhlovodiky (nazyvany také izorpenoigpu tvaeny gresmykem jednéi vice
izoprenovych jednotek (obr. 1). Terpenoidni uhldkgdsou dleny dle p@tu izopreno-
vych jednotek na monoterpeny gdednotky; GoHie), seskviterpeny fi jednotky; GsHas)
a diterpeny dtyti izoprenove jednotky; §Hsz). Jedna se o nejpetrejSi skupinu vonnych
latek. Ze Zivych organiztn(mikroorganizmy, rostliny, Zivtichové) se podd#o izolovat

vice nez 30 00Qiznych terpenoitl [2].
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Obr. ¢. 11zoprenova jednotkpupraveno podle 2]

Monoterpeny jsou t@ny ze dvou izoprenovych jednotek. Vyskytuji secykfické ¢i li-
nearni forn¢ (nag. B-myrcen) nebo také v cyklické fosr{nag. p-cymen) [4,17]. Aroma-
tické monoterpeny obsahujici benzenové jadroi{napymen, karvakrol, tymol) jsotas-

tymi sloZzkami esencialnich ote{nag. oregano, tymian) [2].

Seskviterpeny jsou tweny femi izoprenovymi jednotkami. Existuji lineérni, wéivené a
také cyklické seskviterpeny (monocyklické, bicykicti bicyklické). Tato skupina latek

pati mezi nejfiznorodjSi skupinu ¢kavych terpenoidnich latek [2,18].

Diterpeny obsahuji ve své molekulgii izoprenové jednotky. Obe&muzeme tyto slou-

¢eniny najit v pryskkicich (abietova kyselina, pimarova kyselir@)esencialnich olejich

(nag. phytol). DalSi skupinou latek jsouifhorterpenoidy, coz je obsahla skuping C
slowenin, které vznikaji degradaci karotenoifl katabolickym metabolizmem kyseliny
abscisové. Tyto latky se nachazi hap muence purpurovéRassiflora eduliy v ¢aji

(Thea sinens)sa v rekterych esencialnich olejich [2].

Fenylpropanoidy jsou latky syntetizované metabalickirahou kyseliny shikimové (nazev
dle japonského k&tu — shikimi). Tyto slotieniny maji ve své strukte na aromatickém
jadie navazanyettzec seiemi atomy uhliku. Zakladni molekulou této skupiaytgdy fe-
nylpropan. Tyto latky tvid vedle terpet jednu z nejdleZit¢jSich sodasti esenciélnich ole-
ju. Slozkami esencialnich otejoyvaji wtSinou jednoduché fenylpropanoidy. Mezi vy-
znamné latky vyskytujici se v esencialnich olefdiéto skupiny pdt eugenol, cinnamal-

dehydci vanilin [2].

Laktony jsou cyklické estery kyseliny ndléé (GHgOs3). Obsahuji heterocyklicky navazany
kyslik vedle karbonylové furitki skupiny v gti ¢i Sesttetnych nasycenych nebo nenasy-
cenych kruzich. Laktony obsahujici ve své molekdletetny kruh se nazyvajtlaktony,
laktony obsahujici Seg#tny kruh se nazyvaji-laktony. Jsou to slozkyekolika esencial-

nich olefi a grirodnich &kavych latek [2].
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1.1.2 Neterpenoidni uhlovodiky

Neterpenoidni uhlovodiky vznikaji metabolickoéepenou anebo degradaci fosfolifid
a mastnych kyselin. Jedna sa&Sinou o alkoholy s kratkyrfrettzcemci aldehydy. Tyto lat-

ky mohou ve svémetézci obsahovat také siru, kyskikdusik [19].

1.2 Vyroba esencialnich olej

Silice jsou vyznamnymi surovinami v kosmetickénrnfaceutickém, ale také potravina
skem ptimyslu. Tyto latky jsou ziskavany #iznych¢asti rostlin [1-3]. Mohou byt ziska-
vany z kéta (nag. raze ¢i jasmin), stonk (nag. levandule, mata), pladéi semen (nap
jalovec, pep), koreni ¢i oddenk (nag. iris), plodi (nag. citrusy), listi (nag. petitgraino-
va silice), pryskiic (nag. myrthova silice) neboidva (nap. cedr). Nezbytnym faktorem
procesu ziskavani silic jegdevSim vhodhzvolena metoda a postup izolagehto latek,
ktery vyznamnou ®rou ovliviiuje kvalitu ziskanych esencialnich @l¢j4-22]. Existuji ti
zakladni metody ziskavanéchto latek, které se postupefasu a s moderni technologii
inovuji a zdokonaluji. Mezi tyto metody patdestilace vodni parou, lisovani a extrakce
[23-26].

1.2.1 Destilace vodni parou

Destilace vodni parou (obr. 2) je é&$tji pouzivanou metodou produkce esencialnich ole-
ju. Principem tohoto postupu je zakani rostlinného materialu v destifd aparatie. Ma-
teridl je zde bd zalit vodou, anebo je vodni paréivadena do aparatury z odiéného
zdroje. Vodni péara z rostlinného substratu strhdw@liujici se silici ata se v jimaném
destilatu usazuje jako olejova vrstva. Ta se nasledcluje a dale zpracovavariRyrobé
drazSich oldj (nap. destilovany itZovy olej¢i olej z pomeratovych kwti) se obvykle
extrahuji navic i tzv. destitai vody, coz vede ke vzniku vySSiho zisku olejektdaziska-

né extrakty se nazyvaji silice z kohéhech (destilovanych) vod [23].
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Obr. 2: Schéma destilace vodni paf@i]

Timto postupem je ziskdvano n&gi mnoZstvi oldj. Destilaci vodni parou se izoluji

nag. kminové, badyanove, matove, eukalyptove, zaz\igrajv oleje [23].

1.2.2 Lisovani

Tento technologicky postup je typicky pro ziskavahéja z citrusovych plod, resp.
z jejich slupek (oplodi). Lisovani silic probih& gpracovani citrus na $avy. Citrusové
plody jsou pi tomto procesu zpracovany ve specialnirfizani, které olej ze slupek uvol-
ni. Ten je naslednodplaven vodou. Po ukdeni tohoto procesu jsou naslédritrusy od-
Staveny [20,25,26].

Oleje, které jsou ziskany pomoci destilacksovani, jsou zpravidla nasleglitechnologic-
Ky upravovany. ¥tSina ziskanych ol@éjje pon&rné obtizré rozpustna v etanolu ato
z davodu vysokého podilu terpenickych a seskviterpgmickuhlovodiki. Tyto uhlovodiky

v dasledku misobeni vzdusného kysliku oxiddji polymeruji a dochazi tak k poklesu cel-
kové kvality ziskanych ol&j Oleje, jeZ jsou nasledrpouzity k vyrol produkti s nizSim
obsahem etanolu (napkosmetické vyrobkyi potravingska aromata), jsou upravovany
a to tak, aby doSlo k odstrani &chto uhlovodik. Ze silic jsou odstigovany monoterpeny
a pak se jedna o tzv. oleje prosté tefpelsou-li odstraimy seskviterpeny, tak hogione

o0 tzv. oleje prosté seskviterperSouhrng Ize takové to oleje ozt pojmem deterpeno-
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vaneé silice. Takoveéto silice jsou zpravidla stakn obtiZrji podléhaji oxidaci a jsou lé-

pe rozpustné v lihu [28].

Terpeny mohou byt ze silic odsiieavany rekolika technologickymi postupy. Mezi takove
metody pat:

» azeotropicka destilacaetEnym lihem - je #ejm¢ nejstarSi a také nejmé&rcinna

metoda,

* moderni deterpenace - je zaloZena na principu ra@l®zpustnosti jednotlivych

sloZek silic ve dvou rozpougtiech, ktera jsou vzajemimemisitelna,
e kombinace obou metod,

» (asté&na deterpenace — za pomoci destilace za sniZeladge vyuzivana igde-

vSim u citrusovych silic [24].

1.2.3 Extrakce

NejstarSi zpsob ziskavani esencialnich @l rostlinnych materiélje extrakce. U tohoto
procesu se vonné latky adsorbovaly nejprve do tilaleje. Dnes se tento technologicky
postup nazyva enflueuraz (= postup ziskavani vdntgtek z kétin extrakci tukem
pokojové teplat) [23,25,26,29].

Tato metoda je nejen n&ma, ale také nakladna a proto se pouzivala zejméngrobé
luxusnich a nejdrazSich silic z&u (nag. jasminova silice, silice z pometmvych kw-
ti). Cerstvé kty byly pokladeny na tenkou vrstvu &si tuki, kterd zachycovala odfma
vané silice. S postupnym odp&éanim vznikne pomada, coz je tuk nasyceny silicérot
mada je naslednextrahovana lihem. Vysledny vyluh je vymrazenltadvan za vzniku
tzv. lavaze. ZlavaZze je poté oddestilovan etanggé aiskana tzv. absolutni silice
[20,25,26].

V sowasné dobjsou absolutni silice vyr&ny extrakci za pomoci nizkovroucich rozpous-
teédel, jako je nafiklad petroleter. Pouzité rozpo#gio je nasledé oddestilovano za vzni-
ku findlniho produktu. Vysledny produkt ma polotuh@oskovitou konzistenci a nazyva
se konkrét (tzv. konkrétni silice). Vznikly konkrébsahuje mimo vonnych latek takée
vosky, z toho @ivodu je konkrét rozmichan v lihu, $mje vymrazena arefiltrovana. Stej-

n¢ jako v gedchazejicimifjpact je filtrat zpracovan na absolutni silici [20,25].
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1.3 Charakteristika vybranych esencialnich olefi

Esenciélni oleje se od sebe ligégevsim svym rostlinnymipodem, dale pak chemickym
slozenim a dalSimi vlastnostmi. V této kapitoleujstetailr&ji popsany vybrané esencialni
oleje, a to olej febickovy, skdicovy, citronovy, matovy, eukalyptovy a levandulovyyto

esencialni oleje byly vyuzivany v experimentadiasti fedkladané diplomové prace.

1.3.1 Hiebickovy olej

Tento esencialni olej je ziskavan z rostliygenia caryophyllatéceled Myrtaceag. Jed-
na se o zeleny, asi dvacet nieflysoky strom, ktery pochazi zeesini Asie. Dnes sesg-
tuje predevsSim na Madagaskatu Zanzibaru. Silice se ziskava destilacidigt suchych
poupat vodni parou. Jedna se o kapalinu Zluté hixédee barvy, ktera s postupetasu
hnédne [14]. Silice z list se vyznauje kaenitou, suchou bylinnoutwmi a neni tak typicka
jako viné oleje z plod hrebicku. Ta je pronikava, sladce #amita. Olej vykazuje antisep-
tické a profiivaci inky, dale podporuje travenijipobi proti infekcim v travicim traktu
a v dychacich cestach. Silice ziidtrebicku ma SirSi spektrum antiseptickéhaspbeni.
Olej z plodi hiebicku je kron€ vySe zmigného vhodny takéipunaw, pmijmu, chladu,
svalovych a kloubnich problémech. Esencialni olgjebicku neni vhodné pouzivat na hy-
persenzitivni, poSkozenou nebo nemocnou pokozKa,gliavysokém krevnim tlaku a pro
déti mladsi ti let [30,31].Hiebickova silice obsahuje eugenol, eugenylacetat, antylme
keton,B-karyofylen. Pokud je esencialni olej ziskan z puipéak krong predchozich latek
osbahuje navia-pinen, metylbenzoat, heptanol, nonanol, benzytadko2-furfurylalkohol

a metylsalicylat [14].

1.3.2 Skoricovy olej

Silice je ziskavana €innammomum zeylanicuf@eled’ Lauraceag, coz je stale zeleny
strom dotistajici do vySky deseti métr Tato rostlina ma kopinaté listy a drobné&tigy
které se vyskytuji v hroznech. Skapvy esencialni olej je ziskavan pomoci destilamdni
parou, ato zky ¢i listd. Pivod silice dale determinuje nejen jeji chemické&sta, ale
i jeji dalSi vlastnostj14]. Olej, ktery byl ziskan ztky, vykazuje intenzivni ki@nitou \ani
a jedna se ¢ervenohidou kapalinu. Silice ziskana z lige typicka svou jemnou kikkou
vani s kodovym ovocnym nadechem a jedna se o Zlutou kapafkaicovy esencialni

olej ziskany z #ry je silré prohtivaci a posiluje srdmi ¢innost a traveni. Je vhodnyip
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mocopohlavnich infekcich a depresi. Silice ziskanét# je oproti tomu vhodnym dof
kem @i lécbé dychacich cest. Skicova silice by se ne#la pouzivat na hypersenzitivni,
posSkozenouwi nemocnou pokozku, dalegiprysokém krevnim tlaku a také étddo i let
véku [32-34].Jak jiz bylofeceno vyse, tak se jednotlivé silice liSi svyrivpdem a proto

i chemické slozZeni je odlisné. Olej @rk obsahuje cinnamaldehyd, eugenol, felladner,
pinen, p-karyofylen, p-cymen, linalool, 3-fenylpropanal, benzaldehyd, kuadehyd, fur-
fural, nonanal, amylmethylketon. Oproti tomu oléjstii obsahujex-pinen, fellandreen,
dipenten, linalool, geraniol, borneaisterpineol a jeho estery, cinnamaldehyd, benzylben-

zoat, benzylaldehyd, cinnamylalkohol, menthenofrpkaeugenol [14].

1.3.3 Citronovy olej

Silice se ziskava ze stale zeleného str@ritus limonum(celed’ Putaceag ktery kvete
od Unora ddijna bilymi kwty. Plody stromu jsou ovalné a Zluté. Olej je zigl@lisova-
nim slupek kiry za studena, péjpadct destilaci vodni parou. Silice je ziskavana jakd-ve
lejSi produkt pi vyrob¢ citronové $avy. Jedna se o &le Zlutou az nazelenalou kapalinu,
ktera vykazuje typicky sZi citronovou wini [14]. Tento étericky olej je povazovan za je-
den z nejlepSich olgjna celkové pr&asténi organizmu, ktery ma pozitivni vliv na celuliti-
du, obezitu, Zltnikové a méové kameny, dale cysty. Stimuluje lymfaticky systémsti
Zaludek a geva [35]. Hlavnimi sloZzkami tohoto oleje jsou ditr®-limonen, a-pinen,
myrcen,y-terpinen,a-terpineol, linalool, gera-niol, linalylacetéat, geylacetat, 6-methyl-5-
hepten-2-on, nonanal, dekanal, citronellol, citemptV americkych esencialnich olejich se

vyskytuji jeSt dalSi substituované kumariny [14].

1.3.4 Matovy olej

Méata peprnaNlentha piperita je vytrvala bylina Zeledi hluchavkovitél(amiaceag, ktera
kvete odcervence do Z& Rostlina dalistd 50 — 80 centiméir jeji kvéty jsou uspéaddany

v hustych lichopeslenech a mohou bytizové az nafialoglé barvy. Tento druh vznikl
zkiizenim maty vodniMentha aquaticha maty klasnatéMentha spicati[14]. Etericky
olej vykazuje vyraznou $¢i matovou uni s chladivym efektem. SniZuje prah bolestivosti,
posiluje zaZivani (zejména koliku, nevolnost, za¢pnadymani) a také nervovy systém
(zavrat, migréna, Spatna paih a koncentrace). Byl prokazan protiindek (inek.

V distribweni siti 1ze nalézt silice maty peprné, déle siliméty zelené Nlentha viridig
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a maty kadiavé Mentha crispa [36]. Tato silice ma vysoky obsah mentholu, datsu
v ném zastoupeny: menthon, mentol acetat, menthofwgalbinen, piperiton a 1,8-cineol

[14]. V predkladané praci byl pouzit také matovy olej v biali.

1.3.5 Eukalyptovy olej

Eucalyptusg(¢esky blahowinik) je rod, ktery obsahuje vice nez 700 drshbtropickych az
tropickych stroni nebo ke z ¢eledi myrtovitych Myrtacead. Ziskava se destilaci vodni
parou. Pro tuto silici je typicka kafrovain€. Jedna se o jeden z ngjingjSich éterickych
oleju pouzivanych $ infekcich dychacickii mo¢ovych cest. Napomaha vykaslavani, posi-
luje, je zn&n¢ protivirovy zejména v oblasti otorhinolaryngolodlékasky obor zabyvaji-

ci se usnimi, nosnimi adaimi chorobami). Je dopafavan i akutnich a chronickych
bronchitidach [37]. Vyznamnymi sloZkami silice jmeol (rekdy nazyvan eukalyptol), da-
le piperiton, citral, methylcinnamat, uranyl aceMtpraktickécasti byl pouzit esencialni

olej z rostlinyEucalyptus polybractea

1.3.6 Levandulovy olej

Levandule Iékeska (avandula angustifolinje bohat vétveny poloké, vysoky 20 — 60
centimettfi, ktery kvete meztéervnem a srpnem Sedofialovymidty [14]. Silice vykazuje
sladce bylinnou, jemnou, lehce &wovou \ani. Etericky olej je vhodny k viestrannému
vyuziti, nag. k oSeteni odrek, spalenir¢i riznych koznich onemoéni (lupénka, ek-
zém). Zkliduje a snizuje krevni tlak, pomah& polestech, srdmich a nervovych obti-
Zich. Diky svym uklidujicim &inkam neni vhodny # nizkém krevnim tlaku [38]. Katy
obsahuji 1 — 3 % silice, kterou #¥dinilacetat, linalool, izoborneol, borneol, gerain ci-

neol, kafr a dalSi slozky). V nati je oproti tomémi silice, ale viceitslovin.

1.3.7 Antibakteriélni sloZky jednotlivych esenciélnich okja

Antimikrobialni latky jsou chemické sldaniny, které zpomalujiist mikroorganizm ci

zpasobuji jejich usmrceni [39,40]. Vzorce vybranychtimikrobnich latek obsazenych
v esencialnich olejich jsou zobrazeny na obrazk8Kgricovy EO Cinnamomum zeyla-
nicum) obsahuje mezi hlavnimi komponenty (v sestupnériadip cinnamaldehyd, 1-

linalool a eugenol. Febickovy EO Syzygium aromaticunobsahuje eugenol a karyofylen.
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Obr. 3: Chemické vzorce vybranyctinnych sloZzek esenciélnich aldcinnamaldehyd,

eugenol, citral B, mentol, 1,8-cineol, linalgipraveno podle 39]

1.4 Antimikrobialni aktivita esencialnich olejua

Existuje celaada studii zabyvajicich se zkoumanim biologickyvalith latek, které jsou
obsaZeny v esenciélnich olejich. Tyto studie vznikajména z dvodu zvySujici se re-
zistence mikroorganizinvi¢i mnohym antimikrobialnim latkam. Antimikrobialnkivita

esencialnich oléjje dana jejich aktivnimi slozkami, kterymi jsoweny (monoterpeny,
seskviterpeny), dale fenoli uhlovodiky. Obec# Ize uvést, Ze antimikrobialni aktivita

jednotlivych sloZzek EO klesa v nasledujicintauti:

fenoly > aldehydy > ketony > alkoholy > estery davodiky [41,42].
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Z tohoto tvrzeni vyplyva, Ze esencialni oleje, &ebsahuji latky fenolové povahy (iap
thymol ¢i karvakrol), jsou z hlediska antimikrobialni aktivnejicinngjsi. Odborna litera-

tura uvadi, Ze tyto latky jsou aktivniidi Sirokému spektru mikroorganizi42].

Existuje cel&ada studii, které klasifikuji antimikrobialni aktiv mnoha esencialnich otej
[39]. Zaika (1988) hodnotil antimikrobialni aktivi vybranych latek[43]. VySe zmina
studie uvadi, Ze oleje ze siae a ltebicku zde vykazovaly silné inhiémi (€inky na rist
mikroorganiznii. Antimikrobialni aktivita skéicového a kebickového oleje je fipisovana
eugenolu a cinnamaldehydu, ktetégstavuji hlavni slozku esencialnich dl&jchto kae-

ni. Skaice obsahuje 0,5 - 1,0 % éterického oleje, ktersablije 65 - 75 % cinnamaldehy-
du a 8 % eugenolu. fidbicek obsahuje @imeérné 17 % esencialniho oleje, a ten jeito
Z93 % - 95 % eugenolem [39,44,45]. Je pow obtizné vzajemh srovnavat vysledky
podobnych studii, jelikoz autiopouzivaji k hodnoceni antimikrobni aktivity zim& mnoz-
stvi metod atizné kultiva&ni podminky. \étSina praci se shoduje na vyrazném antimikrob-

o

nim &inku oleja s vy38im obsahem fenolickych latek [39,43].

Derivaty fenolu jsou slaieniny, které ve své strukiiobsahuji molekulu fenolu a jedé&n
vice substituerit Bylo prokazano, Ze tato chemickd&ra mize vést ke zvyseni antimik-

robialni aktivity fenolickych slogenin.

Tyto piirozere se vyskytujic fenoly a fenolové skeniny mohou bytazeny do nasleduji-

cich skupin:

* jednoduché fenoly a fenolové kyseliny (p-kresolsédina vanilova, kyselina galo-
va, hydrochinon),

» derivaty kyseliny hydroxyskacoveé,

» flavoniody (flavonoidy),

» taniny (rostlinné fenoly, které jsou schopny sréigkoviny ve vodnych rozto-
cich)[39].

Jak jiz bylo zmigno vysSe, gkteré z fenolickych slatenin maji Siroké antimikrobialni
spektrum jgsobeni. Mezi tyto latky p#tpraw tymol, cinnamaldehyd a eugenol [39,46,47].
Antimikrobialni aktivita fenolickych slatenin byla prokazana proti mnohym bakteriim.
Zaroveh bylo zjiS€no, Ze grampozitivni bakterie jsou naspbeni fenolickych slaenin
citliv &jSi [39].
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Cinnamaldehyd a esencialni olej ziskanyigylskaiice vykazuje silny inhil@ini (¢inek i na
eukaryotické mikroorganizmgspergillus flavusAspergillus parasiticusAspergillus ver-
sicolor aAspergillus ochraceug9,48]. Inhibéni inek pozoroval také Bullerman (1974),
ktery ve studii uvadi, Ze obsah 1 - 2 % mletéiskov tekutém médiu sice zcela nezamezi-
lo rastu Aspergillus parasiticusnicmért jejim pisobenim doslo ke snizeni produkce afla-
toxinu 0 99 %. TentyZ autor ve své dalSi studikpmal, Ze skiicovy esencialni olejiso-

bil inhibicné naAspergillus parasiticu§iz v koncentraci 200 ppm (parts per million) [49]
Hlavni sodasti tohoto oleje je cinnamaldehyd, ktery vykazowdilibicni (inky jiz na
arovni 150 ppm [39,50]. Dalsi literatura uvadi,chienamaldehyd v subinhidmich koncen-
tracich, tedy v koncentracich nizSich nez MIC (miali inhibitory concentration), vyznam-
n¢ zpomaluje st dalSi toxinogenni plignrodu Aspergillus plisre Aspergillus flavus
[39,51].

Ponerné zajimava je otazka antimikrobniheiku esencialnich oléj tedy sndsi latek, a
acinku jednotlivych izolovanych slozek. Pasatral. (1995) uvadi, Ze latky karvakrol a ty-
mol (latky obsazené v tymianovém esencialnim olegji mensi inhikdini Cinky na st
plisni oproti komplexnim vytaZin z tymianu [52]. Tento jev naz&ige, Ze antimikrobial-
ni aktivita daného esencialniho olejéza byt vysledkem synergickéhdgobeni jednotli-
vych chemickych slozek, a to nejen fanadle i dalSich slatenin. Tymianovy esencialni
olej ma dle odborné literatury zfreou antimikrobialni aktivitu. Terpeny, jako je kakrol,
p-cymen a tymol jsou hlavngékavé slozky tohoto oleje, které se podili na tétvae
[39,43,53,54]. Tymianovy esencialni olej obsahue % tymolu a 36 % p-cymenu
[39,53,54]. Bylo zji&no, ze mikroorganizmBacillus subtilis SalmonelleEnteritidis, Sta-
phylococcus aurey$?’seudomonas aerugingsroteus morgania Escherichia colibyly
inhibovany karvakrolem a tymolem, a tdadsni (1 1:2000 [39]. Winky tymolu zkoumali
také Buchanan a Shepherd (1981)fikagstili, Ze 100 ppm tymolu pottaje rist Aspergil-
lus parasiticuspii inkubaci 7 dni za teploty 28 °C[55]. Esencialigja@ tymianu také {-

sobi inhibén¢ naVibrio parahaemolyticusi Staphylococcus aure(i89,56].

| dalSi autei studovali vliv izolovanych sloZek esencialniclejélna ist a mnozeni mikro-
organiznt. Byl proveden vyzkum, ve kterém byla testovananaiitobialni aktivita 32
fenolickych slodenin. V této studii je uvasho, Ze 0,05 % eugenolu, karvakrgiutymolu
v agaru fsobily inhibiéné proti Bacillus subtilis, Salmonell&nteritidis, Pseudomonas

aeruginosaProteus morgania Escherichia coli Autori také dospli k zawru, Ze gitom-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

nost hydroxylové skupiny je vyznamnym faktorem,rikteede k posileni antimikrobiélni
aktivity, [10,11,39]

Nekteré esencialni olej@ jejich slozky pisobi inhibéné i na sporulujici bakterie, tedy na
skupinu mikroorganiziin vyzna&ujici se zn&nou odolnosti k fisobeni faktar vnéjSiho
prostedi. Eugenol, ktery je obsazen iebickovém i skdicovém oleji, je povazovan za
jednu z nejdinngjSich antimikrobialnich latek rostlinnéhaiymdu. Risobenim této latky
v koncentracich 0,1 - 1,0 % po dobu 8 dhiteplo& 37 °C doSlo ke snizeni Zivotaschop-
nosti spor bakteriBacillus subtilis[39,57].

1.4.1 Antivirova aktivita

Stejre jako v gredchazejicim ippack, tak i zde plati, Zze dochazi k postupnému zvySovan
rezistence vit k antivirotikim, a z toho dvodu je poteba hledat nové moznosti a nové
latky, které jsou proti virovym infekcim¢inné. Vhodnou volbou mohou byt dle dostupné
literatury pra¥ esencialni oleje. iikladem miize byt eukalyptovy olej, ktery je pouzivan

pii [écbe respir&nich virovych chorob. [42].

1.5 DalSi biologické ®&inky esencialnich oleji

V poslednich letech byly esencialni oleje komeizialany a zajem myslovych odtvi
byl zantten gedevsim na jejich biologickou aktivitu a dalsi wessti [20,25,26]. Oleje
vykazujitadu &inki, pro které byly a do dgité miry stéle jsou, vyuzivany jako slozky far-
maceutickych suplemeain{14]. Specifickou oblasti pouziti esencialnichjblge aromate-
rapie. Pro aromaterapeutickéely se esencialni olejgidka pouZzivaji v koncentrovaném
stavu,casgjSi je pouzitited®ného oleje. Mohou se inhalovat, aplikovdinpo na Kizi ¢i
pouzit jako slozky koupele. Vidledku proniknuti esencialnich algpotom mohou fiso-

bit na vnitni organy [58].

1.5.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidanty jsou latky, jejichZz molekuly jsou sghwy omezit aktivitu volnych kysliko-

vych radikah a snizovat tak pra¥godobnost jejich vznikdi je prevadji do mér reak-
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tivnich stavi. Timto pisobenim antioxidanty omezuji proces oxidace v daogganizmu

¢i prostedi, ve kterém se vyskytuji. Reaktivni formy kysligisobi na zZivé organizmy,
mezi Skodlivé dginky pati nagiklad dezintegrace b&tné membrany, poruseni mitochon-
drii ¢i naruSeni enzymatické aktivity membrany. Tyto tae formy mohou byt také fak-
torem vzniku gkterych degenerativnich chorob¢Zou formou reaktivniho kysliku je pe-
roxid vodiku, ktery zfpisobuje nafiklad peroxidaci lipid a také oxidativni zgny deoxy-
ribonukleové kyseliny (DNA) v hitkach [42]. Vyznamnymi antioxidanty, které se vyskyt

ji v prirode, jsou vitaminyi praw esenciélni oleje [42,59].

1.5.2 Analgeticka aktivita

Analgetikum je latka, ktera je pouzivana k @ed bolesti a k dosazeni analgezie, coz je
stav bez bolesti. Tyto latky sniZzuji vnimani badleate neodsthauji jeji pricinu. Jednim

z analgetik obsazenych v esencialnich olejich jatalecoz je slotenina charakteristicka
svou mentolovou (méatovou)awi i chuti. Analgeticky &inek této latky byl potvrzen US
Food and Drug Administration, ktera jej klasifikypko analgetikum k lokalnimu pouZziti.
P zevnim pouZziti mentol podporuje prokrveningpbuje mirné brni a dodava chladivy
pocit [42,60]. Analgetické dinky vykazuji i dalSi esencialni oleje, zejménakieré byly

ziskany ZDodonaea angustifoligi Salvia africana lute§42].

1.5.3 DalSi vyznamné @inky

Esenciélni oleje vykazuji i dalSi vyznamné chanagti&y, nag. analeptické (povzbuzuji-
ci), spasmolytické (uvaljici kiece), neurologick&i antihistaminoveé &inky. Vyznamné
jsou &inky na hladké svalstvo a to konkrétma Zaludek (olej skixovy, matovy, levandu-
lovy a hrebickovy). U rekterych esencialnich olepyly prokazany pozitivni d&inky na mo-
¢ové ustroji (jalovcovy olej), funkci Stitné Zlazypeodukci Zlge. Nelze opomenout ani
vliv esencialnich ol& na psychikwlovéka. Posledni vyzkumy ukazuji, Ze&h je v této
oblasti nejvyraz&Sim smyslovym orgadnem [26].&které z olej vykazuji jasnou antimu-
tagenni schopnost a tagasto spojovana s antikarcinogenni aktivitou. Nedéastadie pro-
kazaly, Ze prooxidani aktivita esencialnich okiej nebo gkterych z jejich slozek, je velmi
Gcinnd @i snizovani istu mistnich nadéra proliferaci nadorovych bgk. Oleje zfisobu;ji

apoptézu (programovanou kignou smrt) nadorovych bgk, ale nevykazuji Zzadné mu-
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tagenni, toxické, nebo nezadoucinky na zdravé tk&nh[61]. Podle Bakkaliho inhibuje

eugenol proliferaci nadorovych btk[62].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 28

2 METODY STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY ESEN-
CIALNICH OLEJ U

Metody, pomoci kterych lze sledovatigadny antimikrobiélni &inek esencialnich olg]
Ize rozdlit do dvou skupin, na metody difuzni a dihi [63,64]. Difazni metody jsou
vétSinou pouzivany diky své jednoduchosti a rychlpstivedeni jako metody screeningové
[11]. Dilu¢ni metody jsou vhodné ike kvantitativnimu posouzstupré citlivosti a ke
ktera viditelr® inhibuje fist daného mikroorganizmu. Minimalni inhibi koncentrace je
negasgjSim vyjadenim miry antimikrobialniho {sobeni. V gkterych studiich auto
pouzivaji i termin minimalni baktericidni koncemga(MBC), kterou Ize definovat jako

nejnizsi koncentraci dané latky, ktera jerpbha k usmrceni mikroorganian65,66}]

Testovani iiznych mikrobiélnich kultur je provédo ve vhodnych kultivnich médiich
za optimalnich podminek, a to vzhledem k jednothiviestovanym kmemm. Mikroorga-
nizmy, které jsou vyuzivany k testovani, jsou zigkd ze shirekistych kultur anebo mo-
hou byt izolovany po odiu z prostedi (mléko, rostliny, aj.) [63]. Tyto metody jsow p
urgitych Upravach vhodné i pro pomalu rostouci bakteasie také pro bakterie se special-
nimi naroky (nap anaerobni bakterie). Pro tyto druhy bakterii jgguinuty specialni mo-

difikace metod, pd a kultiva&nich podminek [64,67].

2.1 Diluéni metody

Tyto metody jsou provaty za @&elem stanovené stupuitlivosti (rezistence) testovanych
mikroorganizni vaci danym  antimikrobialnim  latkam. Lze je také wvyuzit
k taxonomickému Zazeni mikroorganizin¢i pro laboratorni odfeni inhibEnich &inka

u novych pipravki [68].

Podstatou dilenich metod je fidani gesného mnozstvi testované latky do kulthiao
média. Antimikrobialni latky Ize fidavat do pevnych @ (agafi) i do pid tekutych
(bujoni). Po zaokovani medii bakteriemi a kultivaci se hodnaisty respektive absence
rastu, za pitomnosti dané koncentrace testované latkyiiygut esencialnich oléjmaze
byt provedeni testu v tekutém meédiu problematickd dizké rozpustnosti esencialnich
oleju ve vodt [11,28].
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ReSenim mZe byt pouZiti rozpoudtlel (nap. dimetylsulfoxidu nebo etanolufi
detergent (nag. Tween 20), coz ale e mit vliv na stanoveni hodnoty MIC diky
moznym interakciméthto latek se slozkami esencialniho olejediky jejich vlivu na

mikroorganizmy [28,69,70].

2.1.1 Agarova diluéni metoda

Principem tohoto stanoveni je hodnoceni MIC na@gah plotnach, které obsahuji dané
koncentrace inhildnich latek (¢tSinou 12 - 15 koncentratédinych dvojnasobhgeomet-
rickou fadou). Na pdy je nagkovano inokulum testovanych mikroorganizniro sledo-
vani Ezr¢ rostoucich bakterii se standakdryuziva Mueller-Hinton agar. Tato metoda je
referergni, lze vySdiit vysoké mnozstvi kmdénza stejnych (srovnatelnych) podminek, je
spolehliva pi hodnoceni novych antimikrobnich latek a lze jhalit kontaminace kmene

i heterorezistentni populaci [64,68,67].

2.1.2 Diluéni metoda v tekutém médiu

Tato metoda také slouzi ke stanoveni MIC. Lze givakt ve zkumavkach s testovanym
objemem ¥tSim nez 1 ml i v mikromodifikaci s pouzitim mikioacnich destiek. Sterilni
mikrodilu¢ni plastova destka, ktera v jednotlivych jamkach obsahujgnmé koncentrace
inhibi¢nich latek v bujonu, je inokulovana suspenzi sledgeh bakterii a dale inkubovana
za optimalni teploty [64,67]. Hodnoceni Ize provéstualre, vtakovém ppad je
DalSi mozZnosti je turbidimetrické stanoveni¢iemi absorbance nebaimé stanoveni

poctu burek pomoci pditacich kontrek [71-73].

2.2 Difazni metody

Difazni metody se provadi na pevnyctidach, na jejichz povrch jsou nr&wmvany
mikroorganizmy a testovana latka jedbulavkovana na papirovy disk, nebo do jamek
vyhloubenych do ztuhlégoly. Podstatou metody je difuze testované latkyskudijamky)

do okolniho média. Pokud je na testovanou latku rooiiganizmus citlivy, dojde

k vytvoreni tzv. inhibéni zény kolem disku (jamky), tedy zény bezisiu burk. Jelikoz
rychlost difuze je zavisla na typu pouzitédy, uziva se standaréiiMueller-Hinton agar,

ktery umozuje dobrou difuzi a srovnani vysledknezi jednotlivymi laborat@mi[28,64].
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2.2.1 Diskova difGzni metoda

Cilem této diagnostické metody je prokazani cigivmebo rezistence zkoumanych mikro-
organiznti vaci antimikrobialnim latkdm. Jedna se tedy o metodlitativni, nejde

o meieni stup# citlivosti [64,67]. Tato metoda je zaloZena nakimlaci standardizovanym
inokulem mikroorganizrin na povrch média (n&stji Mueller Hinton agar) na Petriho
miskach. Na povrch média jsou naslédmistny standartni papirové disky s inkibi
latkou. Za pedpokladu, Ze jsou pouzity Petriho misky érpéru 9 cm, je doporteno, aby
sestava obsahovala maximé@ diski. Po ukokeni gedepsané doby kultivace jestan
pramér zon vzniklych kolem kazdého disku. Velikost vagidh inhibiénich zon je dlezita
napiklad pro terapeuticky dosazitelné hladinyivév krvi pii systémovych onemoegnich
[64,67,68].

Tato metoda je vhodna ke stanoveni rezistence pejipd nenarmeé rychle rostouci mik-
roorganizmy. Naopak, neni dopéavano tuto metodu praktikovat u bakterii se spaéial
mi kultivaénimi naroky (napp anaerobni mikroorganizmy) pomalu rostouci mikroorga-
nizmy [64,67].

2.2.2 Epsilon test citlivosti (E-test)

Tato diagnosticka metoda je p&me novou technikou, ktera je podobna agarové difuzni
metod, ale tato metoda v sélkxombinuje difazni i dildni metody pro stanoveni citlivosti
mikroorganizni in vitro. Na rozdil od difuzni diskové metody je pomociestti stanovena

i hodnota MIC. Tato metoda je ovSem prakticka pazegiedpokladu, Ze je piba otes-
tovat pouze malé mnozstvi odliSnych antimikrobrgabstanci, a toipdevsim z dvodu

finanéni nar@nosti a vysSi miry pracnosti.

Na agarové plotny se standardnim inokulem jsolkagpdiny E-testové prouzky, které na
svych krajich obsahuji gradient antimikrobni latkato latka naslednpronika do média
a ovliviiuje rist sledovaného mikroorganizmu. Antimikrobni latkaaduje do agaru a tim
je vytv&en kontinualni koncentéai gradient pra¥ dané antimikrobni latky podél strany
E-prouzku. Po uplynuti inkubai doby je vytvéena elipsoidni inhiléni zona. Hodnota
MIC je ode&tena v mist, kde se prolina okraj prouzku s hranicstu bakterii. Touto meto-
dou je mozno stanovit Siroké spektrum koncentratengkrobni latky, jelikoz tato techni-

ka umo#uje kontinuélniedni [67].
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3 EMULZE

Emulze je definovana jako heterogenni disperzédz ysou disperzni podil i disperzni pro-
stredi kapalné. Pro tvorbu emulzi plati, Ze kapalkigré spolu emulzi vyt¥§ jsou vza-
jemrg nemisitelné nebo jen omezemisitelné [74,75]. Emulze vznika dispergovanim-vza
jemnré nemisitelnych kapalin, kdy jedna z kapalin vytvdisperzni podil (rozptyleny
na drobné kapky) v kapalném disperznim pgeafit druné kapaliny. Velikost kapek byva
u emulzi v rozmezi 0,1 — 1m a mnohdy fesahuje koloidni rozany, filmy mezi kapka-

mi mohou byt koloidnich roz#na [75].

3.1 Klasifikace emulzi
Emulze jsowlereny a tidény dle rekolika hledisek, a to podle:

» poléarnosti disperzniho podilu a pristi,
» koncentrace disperzniho podilu,

» velikosti rozptylenycltastic [75,76].

3.1.1 Emulze dle polarnosti disperzniho podilu a progtedi

Tyto emulze jsou &deny na emulzeifimé a emulze obracené. Emulzénge (tzv. prvniho
druhu) jsou oznsovany jako emulze o/v (olej ve v&do“ znati nepolarni fazi, a to bez

ohledu na to, zda je olejové konzistetcrikoliv; ,v* znaci polarrgjSi kapalinu).

Emulze obracené (tzv. druhého druhu) jsou éawany jako emulze v/o (voda v oleji).

Disperznim progedim u tohoto typu emulze je nigpolarni kapalina [75].

Zdali se jedna o emulzi prvnilid druhého druhu, Ize @it podle jeji elektrické vodivosti,
ktera je dana vodivosti disperzniho predt (emulze o/v je vod§sSi nez emulze v/0). Da-
le miZzeme druh emulze stanovit podle schopnosti rozpopstarni a nepolarni barviva,
dle schopnosti misit se s polarnimi nebo nepolarmémpoustdly, pozorovanim v UV
swtle (olejova faze fluoreskuj&) podle smaéivosti (emulze o/v smid hydrofilni povrch,

emulze v/o nikoliv).

3.1.2 Emulze dle koncentrace disperzniho podilu

Rozdtleni emulzi dle disperzniho podilu je nasleduj@ediné emulze, koncentrované

emulze a gelovité emulze (nazyvané téz vysoce karmeané emulze, obr. 4).
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Zredkné emulze jsou takové heterogenni disperze, jejiibgerzni podil zaujima maxi-
malns 2 % celkového objemu. &nér kapicek v takovéto emulzi je obvykigédow 10°m,

coz se blizi rozeru koloidnichéastic.

Koncentrované emulze jsou charakteristické timdideerzni podil je tvi@n nedeformo-
vanymi sférickymi kapkami, které mohou v monodigpéch systémech dosahnout kon-

centrace az 74 obj. %.

Gelovité (vysoce koncentrované) emulze jsou dispevaichz jsowastice disperzniho
podilu ulozeny tak blizko sebe, Ze se vzajemeformuji a ziskavaji tak tvar mnohérst,
které jsou od sebe oddny tenkymi filmy koloidnich rozrra (vrstvickami disperzniho

prostedi a emulgatoru) [75].
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Obr. 4: Typy emulzi dle koncentrace disperznihdlpod

(@) zednd emulze, (b) koncentrovana emulze, (c) vysoasektmovana (gelovitd) emulze

[upraveno podle 75]

3.1.3 Emulze dle velikosti rozptylenychéastic

Podle velikosti rozptylenyclEastic jsou emulze &keny na makroemulze, mikroemulze

a nanoemulze.

Makroemulze jsou disperze s veliko&distic® 100 nm, obvykle v rozmezi 100 — 1000 nm.
Jednd se o kalné, ndl@& zbarvené a termodynamicky nestabilni disperzeg¢ksou stabi-
lizovany kineticky [74]. V dsledku tohoto jevu zavisi stabilitéchto disperzi na velikosti

¢astic a také na sloZzeni emulze [77].

Mikroemulze jsou disperze s velikostastic 10 — 100 nm (obr. 5), které js@ué

a termodynamicky stabilni [74]. Mikroemulze t¥@iechod mezi emulzemi a micelarnimi
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koloidy. Vznikaji spontanh pii vysokych koncentracich povrchovaktivni latky

a vysokém obsahu solubilizatu z&tpmnosti ko-surfaktantu. Ko-surfaktant je povrctiov
aktivni latka, jejiz uhlovodikovyetzec neni dost dlouhy, aby mohl samostatsociovat
micely, ale niZze samostathvstupovat do struktury micel asociativnich kofoi@ikladem
mohou byt alkoholy seigtdni délkouetzce (nap. hexanol) [78,79].

molekula povrchové aktivni
latky s dlouhym retézcem

\molekula ko-surfaktant

voda v oleji olej ve vode

Obr. 5: Schematické znazemi kapky mikroemulZepraveno podle 78]

Nanoemulze jsou phledné disperze s velikostastic 50 — 200 nm. Vyznamdhto emulzi

roste v poslednich letech zejména v oblasti zdraetti a kosmetiky [77].

3.2 Priprava emulzi

Emulze jsou fipravovany procesem dispergace, coz je procesyloxpni jedné faze (ka-
palnéci tuhé) do faze druhé §sinou kapalné). Emulze vznika zgedpokladu, Ze se jedna
kapalina disperguje do druhé&igemz jedna vytvid spojité prostedi a druhd je v tomto
prostedi dispergovana ve fognrelativne malych kapek [80,81]. Proces dispergace jedné
kapaliny ve druhé se nazyva emulzifikace. Obvykleinulzifikace provasha dvoustup-
novym zpisobem, kdy probiha nejprve primarni emulzifikacen(k hrubé emulze

s relativie¢  velkymi césticemi dispergované faze) a nastedsekundarni emulzifikace
(Uprava velikosttastic) [80,81,82].

Vyrobni proces emulznich systénze shrnout doit po sol nésledujicich krok pre-
emulzifikace, emulzifikace a stabilizace [81,83}fefemulzifikace je proces,tipkteréem
jsou faze vody a oleje spojovany michanim za z\§3eploty. Vysledkem je vznik premi-

xu (hrubé disperze) s obsahem velky@stic. Samotna emulzifikace je proces, v jehoz
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pribéhu jsou velk&astice premixu deformovany smykovymi siladimz dojde ke snizeni
finalni velikostic¢astic [83]. Externi smykové sily musi byt dostatevelké na to, aby byla
piekonana soudrzna sil@ymdni ¢astice, a také je nezbytné, aby tyto sigqbily dosta-
tecn¢ dlouhou dobu [82]. Navvznikla disperze je stabilizovana proti shlukovékdales-
cenci) za pouziti emulgatiof80,83]. Ty vytvdi na povrchwastic ochrannou vrstvu a dale
snizuji mezipovrchové nép, coZ usnatiuje samotny proces emulzifikaceulBzitym fak-
torem ovliviujicim proces emulzifikace je teplota. Minimalnidmota teploty je dana bo-
dem tani olejové faze, jelikoz vitéhu emulzifikace musi byt olejova faze v kapalném
stavu. Ri vySSi teploé dochazi ke snizovani mezipovrchovéhodigmale se snizuje vis-
kozita obou fazi, coz vede k usnadhemulgace. Maximalni hodnota pouzité teploty je
stanovena na zaklad/lastnosti pouzitého emulgéatoru, hapepelnou stabilitou bilkovin
[82].

3.3 Mikroemulze

Jak jiz bylo zmigno vySe, mikroemulze jsotiré, termodynamicky stabilni a homogenni
disperze dvou nemisitelnychi @mezer misitelnych) kapalin. Odborné publikace nejsou
zcela jednotné ve tvrzeni, Ze mikroemulze jsou eelynamicky stabilni, a mnohé z nich
uprednosiiuji ozna&eni ,spontan&é vytvorené“, Garti& Yuli-Amar uvadiji, Zze mikro-
emulze jsou definovany jako systémy, které se siiadolejovychéi vodnych nanooblasti,
které spolu existuji v termodynamické rovnovazey jiokus oznét takové systemy, které
nejsou termodynamicky stabilni, ale spiSe kinet&tapilni, jako mikroemulze, je dléch-

to autofi zavadjici a nepesné. Pro skuteé mikroemulze je charakteristicka nizka hodno-

ta viskozity a velikostastic dispergované faze v rozmezi 10 — 100 nm [84].

Mikroemulze (obr. 6) vyt piechod mezi emulzemi a micelarnimi roztoky [85].
V odborné literatie se vyskytuji synonyma pro mikroemulze, ifldpd transparentni
emulze, solubilizovany olsji zbotnalé micely. Tyto disperze vykazuji mnohé csjoeké
vlastnosti. Jedna se o transparentni neboéojpalescentni systémy, coz jaigpbeno f-
tomnosti¢astic, jejichZ velikost je mensSi nez vinova déliditelneho s¥tla. Mikroemulze

maji nizké hodnoty viskozity a mezifazového &taf86].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 35

2
# ~®
- = RN i hydrofilni faze
/ M
r{l oM
hydrofobni WV

faze

ko-surfaktant
surfaktant

Obr. 6: Mikroemulzg¢upraveno podle 87]

3.3.1 Klasifikace mikroemulzi

Zakladni charakteristiky, které odliSuji mikroemallad BZznych emulzi, jsou nasleduijici:
mikroemulze obsahugiastice minimala o fad mensi nez emulz€iné, jsou transparentni
a polotransparentni, vznikaji spontanjsou stabilni uci separaci svych slozek a mnozstvi

surfaktantu k jejich Ppraw je vysSi [88].

V prab¢hu studia mikroemulzi byly zkoumany fazové diagraraghycujici chovani olejo-
vé a vodné faze, dale ko-surfaktantu a surfaktdbiel chto ternarnich a kvartérnich dia-
grami byly mikroemulze charakterizovany. Mikroemulze g@wisperze olejove faze uza-
viené do vodné faze a jsou ozoeany jako l; izotropni faze. Tento typ je charakterizovan
jako micely zbotnalé v oleji. Zaredpokladu, Ze je v jadru micel uzama vodna faze, tak

se jedné o Lfazi, ktera reprezentuje mikroemulzi v/o [84].

DalSim parametrem, podle&hnz jsou mikroemulzélereény, je koncentrace surfaktantu.
Pro nizké a s$edni hodnoty surfaktantu jsou znamiydruhy mikroemulzi, obeeénoznao-

vany jako Winsor.

* mikroemulze typu Winsor | — jedna se o dvoufazoystém, ve kterém se vyskytuji

béZzné micely (ve spodriiasti) v rovnovaze s nadbytkem olejové faze (v/o),

* mikroemulze typu Winsor Il — reverzni micely (horiast) v rovnovaze

s nadbytkem vodné faze (o/v),



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 36

* mikroemulze typu Winsor Il — bikontinualni faze obsahem oleje, vody
a povrcho¥ aktivni latky, v rovnovaze s nadbytkem vodni ijol& faze (o/v plus

v/0),

» mikroemulze typu Winsor IV — jednofdzovy mikroemilzsystém, ve kterém jsou

voda i olej upl@ solubilizovany v surfaktantové mikroemulzni fa2#[89].

Ovlivnénim vrgjSich podminek rize dojit k pemené jednotlivych tym mikroemulzi, a to
piedevsim v zavislosti na typu pouzitych surfakiarf®i pouziti ionickych surfaktaft
muze dojit k gemene typu I-lI-Il za predpokladu zvySeni koncentrace elektrolytti.p@u-
Ziti neionickych surfaktaftmohou zmsny teploty docilit zminy jeho hydrofility. Nadsta-
jici koncentrace elektrolytéi teplota mé za nasledek, Ze se povrehaktivni latka stane
hydrofobrjSi, coz vede k&Simu oddleni rozhrani voda-olej. Tento jev sniZzuje povrcho-
vé zakiveni filmu povrcho¥ aktivni latky a také mezipovrchové réip Nulové zakiveni
povrchu vede ke vzniku mikroemulze Winsor lll. Pdke v této mikroemulzi zvySena
koncentrace povrch@vaktivni latky, pak dochazi kiemené na mikroemulzi Winsor IV.

Dle literatury je povazovana za idealni mikroemuigmu Winsor Il [84,89].

3.3.2 Pr¥iprava mikoemulzi

Priprava mikroemulzi vyZzaduje $eni jednofazoveé oblasti, kteréedstavuje homogenni
oblast, tak aby jeji ffiprava nasledh vyzadovala jen minimalni mnozstvi surfaktantu.
Pti vyrob¢ potravindskych komodit (nafp margariny), jenz vyzZadujiipsvé vyrolé mikro-
emulze v/o, je nezbytné maximalizovat obsah votrdje dispergovana v ramci olejové
faze obsahujici surfaktant. Oproti tomu u vyrblbkZadujici mikroemulzi o/v (n&pnekte-

ré druhy napdj) je poteba dispergovat maximalni mnozstvi olejové fazemgsich vody

a surfaktantu. U obou vySe znanych gipadi je mozno vysledku dosahnout s minimalnim

pouzitim surfaktantu [84].

Smesi, které vytvéeji izotropni oblasti s mikroemulznimi disperzefbyly charakterizova-
ny za pouziti fazovych diagramhlavnich slozek — emulgétor, olej, voda. Tyto diegy
byly vytvoreny na zaklagtitracni metody srési surfaktantu a olejové faze s vodou. Cilem
této metody bylo vytvieni izotropnich homogennich oblasti, které bylywekgny za sou-
c¢asného vysokého nadbytku surfaktantu [84]. Mikrokzejsou &zZn¢ pripravovany spon-

tanni emulzifikaci a mohou byt popsany gr@somoci fazovych diagraimCtyifazovy dia-
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gram (olej, voda, surfaktant, ko-surfaktant) je emSpongrné ¢aso¥ nara@ny, nejen
z hlediska jeho vlastnifjpravy, nybrz i nasledné interpretace. ilgdnutim k tomuto
hledisku byv&astji vyuzivan nepravy, tzv. pseudo #ézovy diagram (obr. 7). Hlavnimi
sloZzkami tohoto digramu je surfaktant, voda a ktegurfaktant. Tento typ fazového di-
gramu je sestavovan zéalem nalezeni oblasti, ve kterych se vyskytigingé zony (nap

mikroemulzni zony vyskytu tekutych krysia[90,91].

Surfaktant + kosurfaktant

Oblast
tekutych
krystali
Mikroemulze
typu v/o

Mikroemulze
typu o/v

Inverzni
micelarni
roztoky

Micelarni
roztoky

Makroemulze

Voda Olej
Obr. 7: Trifazovy diagranfupraveno podle 87]

Mikroemulze je také moznaripravit kontrolovanym fidavkem nizsich alkohdl(butanol,
pentanol, hexanol) do¢bnych emulzi typu v/ai olv. Fidavek &chto alkoholh ma
za nasledek pokles povrchového &tapnezi olejovou a vodnou fazi, a to tak, Ze jeojeh

hodnota dostate¢ nizka pro tvorbu mikroheterogennich sysige?].
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4 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY

Pri zpracovani praktick&asti diplomové prace byla pouZitada pistroji, pomicek

a laboratorniho Z&eni, kterym sednuiji v nasledujici kapitole.

4.1 Pr¥istroje a pomicky

Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko.

Autoklav Varioklav H+P, Nmecko.

Vortex, (Heidolph REAX top), Bmecko.

Automatické mikropipety Eppendorf.

Biohazard box EUROFLOW (Clean air), dodavatel Sdkoe
Biologicky termostat BT 12@;eska republika.

Mikroplate reader Benchmark (Bio-Rad), Velka Brigan

Filtry k strika¢ce o velikosti 0,22 um, Millipore, Velka Britanie.
Laboratorni sklo (pipety, kadinky, zkumavky, hokejRetriho misky).

Plastové porincky (IZicky, mikrotitratni destéky, Spicky pro automatické mikropi-
pety).

Sterilni disky, ékovaci kliky, pinzety a ostatnidiné laboratorni vybaveni.

4.2 Material

Pro testovani antimikrobnicliaka byly vybrany tyto esenciélni oleje:

citronovy olej Citrus limon,zent pavodu Italie, vyrobce Nobilis Tilia, Krasna li-
pa)
matovy olej Menthapiperita, zent pavodu USA, vyrobce Nobilis Tilia, Krasna li-
pa)

levandulovy olej lavandula angustifoliazent pavodu Francie, vyrobce Nobilis

Tilia, Krasna lipa)
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» eukalyptovy olej Eucalyptus polybracteaent pavodu Australie, vyrobce Nobilis

Tilia, Krasna lipa)

* matovy olej v bio kvali (Mentha piperitazent piavodu Indie, vyrobce Nobilis Ti-

lia, Krasna lipa)

« skaicovy olej Cinnamomum zeylanicureent pavodu Ceska republikayyrobce

Biomedica, Praha)

* hiebitkovy olej Eugenia caryophyllatazent pavodu Slovenska republikayrob-

ce Slownatur, Bratislava)

Surfaktantem $ pripraw mikroemulzi byl Tween 60 (Polyethylenglykol sodstmonos-
tearat), neionicky surfaktant, HLB 14.9 (Sigma-Adth). Pro uvedené oleje byl pouzit jako

ko-surfaktant etanol absolutni (Penta, Chrudim).

4.3 Kultiva éni média

Pro praktickouwtast DP bylo pouzitodkolik druhi kultivacnich médii. Jejich Wet je uve-
den v jednotlivych podkapitolach.

4.3.1 Mueller Hinton agar

Pro kultivaci bakterii byla pouzita komplexniiga Mueller Hinton agar. Na digitalnich
vahach bylo navazeno 15,2 gé&mna doplno destilovanou vodou (400 ml). Obsah lahve
byl dikladné promichan. Nésledovala sterilizace v autoklavuri0 pii 132 °C. Poté byl

agar rozlit do sterilnich Petriho misékodrobné slozeni je uvedeno v tab. 1:

Tab. 1. SloZeni Mueller Hinton agaru

Slozka Hmotnost [g]
Howvézi masova infuze 120,0
Kysely hydrolyzat kaseinu 7,0
Skrob 0,6
Agar 6,8
Destilovana voda 400,0
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4.3.2 Masopeptonovy agar (MPA)

Pro geatkovani bakterii ze zasobnich bakterialnich kulylrgouzit masopeptonovy agar
(MPA). Jeho piprava je shodna s Mueller Hinton agarem. Jedro8iozky jsou navaze-

ny, dolity vodou a sterilizovany v autoklavu. Slozg uvedeno v tab. 2:

Tab. 2. SloZeni masopeptonového agaru (MPA)

Slozka Hmotnost [g]
NaCl 1,2
Beef extrakt (BE) 1,2
Pepton 2,0
Agar 6,0
Destilovana voda 400,0

4.3.3 Masopeptonovy bujén (MPB)

Pro gipravu inokula bakterialnich btk byl pouzit masopeptonovy bujon (MPB). Jeho

slozZeni je uvedeno v tab. 3:

Tab. 3. SloZzeni masopeptonoveho bujonu (MPB)

Slozka Hmotnost [g]
NaCl 1,2
Beef extrakt (BE) 1,2
Pepton 2,0
Destilovana voda 400,0

Jednotlivé slozky byly navazeny na digitalnich vaha doplgny destilovanou vodou. Bu-
jon byl nasleda rozplren do zkumavek a ty byly sterilovany v autoklavuer8izace pro-
bihalapti 132 °C po dobu 20 min.
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4.4 Modelové mikroorganizmy

Pro hodnoceni antimikrobni aktivity esencialnickijiolbyly pouzity grampozitivni (G

a gramnegativni (bakterie, které byly ziskanyCeské sbirky mikroorganizin(CCM).

G' bakterie:

Bacillus cereus<CCM 2010;
Bacillus subtillissubspspizizeniilCCM 4062;
Micrococcus luteu€CM 732;

Staphylococcus auressibspaureusCCM 3953;

G bakterie:

VysSe uvedené bakterialni kmeny byly uchovavany aaapeptonovém agaru (MPA) na Petri-

Pseudomonas fluoresceBEM 1969;

Enterobacter aerogen€3CM 2531;

Serratia marcescenSCM 303;

Proteus vulgarisCCM 1956;

Salmonella entericasp.entericaser. Enteritidis CCM 4420;

Escherichia colCCM 3954.

ho miskach fi teplog 4 + 2 °C.

4.5 Dekontaminace a likvidace materialu

Veskery material, ktery byl pouzit k experimentetftho misky, pipety, zkumavky, mikro-
titraéni destéky, kultivacni média) byl likvidovan nebo dekontaminovardbuV z&enim,

nebo po dobu 20 min v autoklaviti 132 °C. Kultiva&ni média byla dekontaminovana

Chloraminem.
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5 METODIKA

Experimentélnitést diplomové prace se sklada ze duésti. V prvnic¢asti byly testovany
antimikrobni @inky samotnych esencialnich aley raiznych koncentracichiddni etano-
lem). Ve druhécésti byly testovany antimikrobniciinky stejnych esenciélnich otej
s pridavkem surfaktantu (mikroemulze). V obatipadech byl experiment proveden diflz-
ni diskovou metodou. Z&em byla mikroemulze testovana dihi metodou v tekutém

meédiu za pouziti mikrotitkaich destiek.

5.1 Priprava bakterialni suspenze

Suspenze testovanych bakterii bylippaveny @kovanim vybranych mikroorganizin
do 5 ml tekutého média (MPB). Mikroorganizmy pocaifizze zasobnich bakterialnich
kultur uchovavanych na Petriho miskach. Nasledritiviage probihala i 30 °C po dobu
24 hodin u bakteriiBacillus cereus, Bacillus subtillisa Pseudomonas fluorescens.

U ostatnich mikroorganizinprobihala kultivaceip 37 °C po dobu 24 hodin.

5.2 Priprava esencialnich olaj

Esencialni oleje bylyediny etanolem dodti koncentraci. Na Petriho miskach byl testovan

také 97% etanol a sterilni destilovana voda. &mteje a etanolu je uveden v tab. 4:

Tab. 4. Porr esencialniho oleje:etanolu

Pipetovany objem oleje [pl]| Pipetovany objem etarjqll] Poner oleje:etanolu

200 0 néediny
100 100 11
50 150 1:3
25 175 1:7

12,5 187,5 1:15
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5.3 Priprava mikroemulzi

Pro gipravu mikroemulzi s esencialnimi oleji byl poyzitstup popsany v bakaské praci
Bc. Ivany Slovakové. V uvedené bakalé praci byly fipravovany mikroemulze zie-
nych esenciélnich olij které se od oléj pouzitych v této diplomové préci liSi druhem
rostliny, ze kterych byl olej ziskan. Déale byly @y oleje od jiného vyrobcé& s odliSnou
zemi pivodu. Redpokladem proifjpravu mikroemulzi v této diplomové praci je unxer

lita postupu navrzeného v bakiaké praci Bc. lvany Slovakové [93].

Postup pipravy mikroemulzi je popsan v nasledujicim textu.

Z esencialniho oleje a etanolu byldppavena srés (1:1), ke které byloimlano odpovida-
jici mnozstvi surfaktantu (Tween 60) rozmého v destilované veéd Surfaktant bylo
nutné ped pouzitim zatat na vodni lazni, zibodu snizeni viskozity. Sés Tweenu
a vody byla filtrovana fes sterilni sikackovy filtr o priméru 0,22 um pro eliminaci mik-
robiélni kontaminacednem gipravy. Roztok byl filtrovan do sterilni plastovikumavky,
ktera byla ped pouzitim sterilizovana UV gnim po dobu 30 min. Takto vznikly roztok
byl homogenizovan (Vortex).ilpravené mikroemulze byly hodnoceny vizualnim pozor
vanim. Byl hodnocen zakal vysledné mikroemulze. E&ta jednotlivych slozek

v mikroemulzi bylo pro vSechny oleje totoZné ayedeno v tab. 5:

Tab. 5. Slozeni mikroemulze

Slozka Hmotnost [g]
Esencialni olej 0,2
Etanol 0,2
Tween 60 1,6
Destilovana voda 18,0
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Takto gipravené mikroemulze byly nasledaiedény masopeptonovym bujénem (MPB)

do ttech koncentraci. PamMPB a neéedtné mikroemulze uvadi tab. 6:

Tab. 6.Redni mikroemulzi

Koncentrace Mikroemulze [ml] MPB [ml]
1. 6,25 3,75
2. 5,0 5,0
3. 3,75 6,25

Antimikrobni &inky téchto koncentraci byly testovany jak metodou difuzak i metodou
dilu¢ni. V obou metodach byla testovana i samotna miktdee v néediném stavu, tedy
bez gidavku kultiv&niho média MPB.

5.4 Pozorovani &inku esencialnich olefi na vybrané bakterie

Pripravené Petriho misky s Mueller Hinton agarem hylghledr popsany a ifijpraveny

k inokulaci mikroorganizr standardizovanym inokulem. Na povrch Mueller Hm&mgaru
bylo pipetovano 100 ul daného inokula bakterii mtdeobjem byl rovnorrné rozeten
po povrchu fdy pomoci sterilni sklemé hokejky. Na povrch taktoripraveného média
byly nasleds sterilni pinzetou umishy sterilni papirové disky. Na ty byly nasledampli-
kovany 3 ul esencialniho oleje pomoci automatickéapipety. Bylo testovano 5 koncen-
traci esencialniho oleje (viz. Tab. 4), etanolailsti destilovana voda. Disk s vodou slou-
Zil jako negativni kontrola a nebyl zdeéekavan vznik inhikini zény. Na jednu Petriho
misku bylo tedy umigho 7 sterilnich disk Kultivace probihalaip 30 °C po dobu 24 ho-
din proBacillus cereus, Bacillus subtilla Pseudomonas fluorescer@@statni mikroorga-
nizmy byly kultivovany pi 37 °C po dobu 24 hodin. Poté bykran pameér zén inhibice
kazdého disku pomoci pravitka a hodnoty byly zazrany. Cely postup byl proveden
za aseptickych podminek v boxu Biohazard EUROFLOWaR Air. Bylo testovano 10

bakterialnich kmeina 7 esencialnich oligj
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5.5 Pozorovani &inku esencialnich olefi v mikroemulzich na vybrané

bakterie

Vyrobené mikroemulze, jejichZ slozeni je podrgbmpopsano v Tab. 5., byly testovany

na antimikrobni aktivitu dgma metodami.

5.5.1 Metoda difuzni

Na povrch Mueller Hinton agaru bylo pipetovano 100nokula bakterii. Na povrch takto
piipraveného média byly sterilni pinzetou uréist sterilni papirové disky. Na ty byly na-
sledré aplikovany 3 ul esencialniho oleje v mikroemule tech koncentracich pomoci
automatické mikropipety. Na disky byla pipetovanamnozstvi 3 pl také fedena mikro-
emulze, etanol a sterilni destilovana voda. Na yeBetrihno misku bylo tedy umésto

6 sterilnich disk. Kultivace probihalaip 30 °C po dobu 24 hodin pi®acillus cereus, Bacil-
lus subtillisa Pseudomonas fluorescepsp ostatni mikroorganizmy prébla kultivace pi

37 °C po dobu 24 hodirPoté byl ndten ptimér zén inhibice kazdého disku pomoci pravit-
ka. Cely postup byl oft proveden za aseptickych podminek v boxu BiohazZal
ROFLOW Clean Air.

5.5.2 Metoda diluéni

Mikroemulze esencialnich ofepyly davkovany do sterilnich zkumavek a dapiy odpo-
vidajicim mnoZstvim MPB do objemu 10 ml (viz Tap. Boté byl obsah zkumavek pro-
michan na vortexu. Mikroemulze byly postémipetovany v objemu 200 pl do jamek mi-
krotitra¢ni destéky. Kazda destka obsahovala 12 sloujpa 8iad. Na kazdou degku byl

do prvnich dvouad pipetovartisty MPB, ktery byl zatkovan 5 pl pislusného kmene
bakterii pro dany sloupec. Tytiady, ve kterych bakterie rostly pouzeistém médiu
bez gidavku EO, slouZily jako pozitivni kontrola. Do dalhiad byly pipetovanyit kon-
centrace dané emulze v sestupnérfagio Pro kazdou koncentraci byly tudiz vymezeny 2
fady a kazda bakterialni suspenze bylatkawana do 2 sloupc pro ziskani spolehlér-
Sich vysledkl. Koncentrace mikroemulzi jsou uvedeny v Tab. @oTyly zagkovany 5 pl
piislusného kmene bakterii, mimo prvni 2 sloupceslbyzily jako negativni kontrola a
jednalo se pouze &stou mikroemulzi bez za&kovani bakterialni suspenzi. Na jedné mik-
rotitracni destéce bylo zndteno 5 bakterii, které byly testovany na 3 konceetnaikro-

emulze. Takto fipravené destky byly viozeny do termostatu a ponechany 24 hodin
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pii teplo€ 30 °C. Poté byly z&teny na pistroji Mikroplate reader Benchmark (Bio-Rad) a
pristroj byl#izen pomoci programu Microplate Manager (Bio-Rddle byl spektrofotome-
tricky méten zakal suspenz&i®55 nm (tzv. opticka denzita; OD 655) a kazdétidkea
byla pred samotnym &fenim 10 sekund prigpavana. Poté byl z vysladisestaven (fr
meér a hodnoty #istu bakterii v MPB byly porovnany géstem bakterii v itomnosti mikro-

emulze. Vysledek byl vyhodnocen jako indéstu (IR).

0Dg5s
ODPK-F ODNK

IR (%) = 100 — ( * 100) (1)

Kde:

IR........... index fstu

ODegss.......| hodnota zakalu suspenze testované kultury v mégiiisisiSnou koncentraci
miroemulze

ODnk. .. ... hodnota zakalu negativni kontroly prigstuSnou koncentraci mikroemulze

ODgk......hodnota zakalu pozitivni kontroly
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalnicasti gedkladané diplomové prace bylo pouzito 7 esenclloieji a

7 oleja v mikroemulzi. Pro jejich mozné antimikrobndiiky, které uvadi literatura, byly
tyto oleje testovany na grampozitivnich'J& gramnegativnich (5bakteriich. Na kazdé
Petriho misce byl testovan také 97 % etanol alstatestilovana voda. Etanol a destilova-
né voda neprokazaly Zadné inkifii (Cinky na testované bakterie, slouZily pouze jako ne-

gativni kontrola.

V néasledujicim textu jsou vysledky experimentvedeny samostatrpro skupinu G+ bak-
terii a pro skupinu G- bakterii.tbodem tohoto roz#leni jsou rozdily v citlivosti k anti-
mikrobnim latkdm mezi G+ a G- bakteriemi. Vyzkurkigré proved! Burt, ukazuiji, ze'G
bakterie jsou vice citlivé kainkim esencialnich oléjnez G bakterie. Jakoid/od tohoto
tvrzeni uvadi rozdily ve stawtbuns¢né seény bakterii a fakt, Ze b@tna stna G bakterii

je obklopena v§&Si membranou, ktera brani prostupu hydrofobniabucsinin [11].

Ke stejné teorii seijklani i Dorman [94]. Esenciélni olej nebo jehoZiyp mohou posko-
dit burt¢énou membranu Gbakterii, coz mze zmisobit jeji prasknuti, blokaci enzym
na membranu vazanych, nebaze dojit k naruSeni transport i@nO5]. Za velmi @&inné
antibakterialni slozky oléj ozn&il Burt predevSim eugenol, cinnamaldehyd a kyselinu

skaicovou [11].

VétSina autolt zabyvajicich se antibakterialni aktivitou EO patye odliSné pisobeni ole-
jia na G+ a G- bakterie. Tento rozdil v citlivostigeacidlnim olgjm vSak nebyl gkterymi
autory zaznamenantiRladem niize byt studie, kterou provedli Deans a Ritchiefiklties-
tovali 50 esencialnich olejproti 25 mikroorganizriim. Autarfi neprokazali statisticky vy-

znamné rozdily v citlivosti k EO mezi'@ G druhy [15].

6.1 Difzni metoda - vliv esencialnich olaj na G bakterie

Pro spolehlivost vysledkbyla difazni metoda testovana vzdy re&alika Petriho miskach.
Primérné hodnoty réfeni byly pro pehlednost vyneseny do giafa jsou uvedeny
v jednotlivych podkapitolach. Kazda podkapitola zovéuje vliv testovanych oléjna da-

nou bakterii.
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6.1.1 Vliv oleju na bakterii Bacillus cereus

Velikost inhibinich zén pro vSechny pouzité esencialni olejeptesté na bakteriBacil-
lus cereusje uvedena na obr. 8. Testovanou bakterii nejuibéoval néedny levandu-
lovy olej. U ostatnich oléjvice inhibovalo bakteriiedni 1:1. Divodem vySSi inhibiceip
nizsSim fedni oleje je prav&podobr vysoka viskozita tohoto oleje. V fegkném stavu
olej Spatg pronikal do sterilniho disku a prasgbdobna je i pomalejsi difuze oleje do kul-
tivacniho média. Toto tvrzeni podporugkteré studie, nagklad prace Pauliho a kolektivu
[96]. Autori zde poukazuji nadkteré nevyhody difuznich metod. \kierych gipadech
ukazaly vysledky difazniho agaroveho testu malotinakrobni aktivitu reékterych latek,
prestoze p testovani téze latky jinou metodou ma latka peaktelny antimikrobni &inek.
Tento jev byl zaznamenan zejména u latek s nizlampustnosti ve vad Ty pak
v difdznim testu vykazovaly my#mnizkou antimikrobni aktivitu [96]. Z uvedeného ébr
ku je patrné, Ze olej citronovy a matovy vykazovadytsi inhibiéni zony ve vySe uvede-
némiedini 1:1. U eukalyptového oleje nebyl medznymi rednimi oleje patrny rozdil
ve velikosti zOn, podolinjako u oleje z maty v biokva#it Skdicovy olej vykazoval
po oleji levandulovém neftSi inhibiéni zony. Poslednim z testovanych 6lbyl olej he-
bickovy. Jeho inhikini zony v okoli disku rostlyfiimo unerné s obsahem oleje ve €ai,
nejwtsi inhibiéni zéna byla detekovana ureeéiného hebickového oleje. Studie, kterou
proved| Burt, se zabyvaladfenim antibakterialnihocinku hirebickového a skiicoveho
oleje naBacillus cereusBurt prokdzal antibakterialni aktivitédhto olefi a dospl tak

ke stejnému zavu [11].
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Bacillus cereus
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Obr. 8. Vliv esencialnich oléjna nist Bacillus cereusiedni oleje je uvedeno ja-

koponer esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — métovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — ltebickovy olej.

6.1.2 Vliv oleja na bakterii Bacillus subtilis

Nejmensi velikost inhildhich zon vykazoval na danou bakterii olej eukalygtdNaopak
nejwtsi antimikrobni dinky vykazovaly olej citronovy a levandulovy zejnaépak byl-li
na disku pouzit samotny olej béedni etanolem. Ke stejnému zéu dosgl Hanaman-
thagouda, ktery testoval levandulovy olejBexillus subtillis Antibakterialni dinek toho-
to oleje se projevil inhildni zénou o piméru 13 mm [97]. Divoda, prad dosgl k jiné ve-
likosti inhibi¢ni zény stejného oleje, je hnedkolik. Rizné kmenyBacillus subtilismo-
hou byt fizr¢ citlivé k antimikrobnim latkam. DalSitiginou miZe byt fakt, Ze sloZeni ole-
je se niize liSit dle zemspisného fivodu, ktery autolanku neuvadi. DalSimugdodem
muze byt odlisSny zpisob sklize [15,16]. U eukalyptového oleje nebyl pozorovandibz
mezi jednotlivymifednimi oleje. U vSechredni se velikost inhikiini zony pohybovala
okolo 7 mm. Olej z maty peprnéfecéni 1:15 a 1:7 vykazal antimikrobnéidek zonou 6
mm. NejWtSi schopnost inhibicB. subtilisprokazal tento olej ¥edéni 1:1. Olej z maty
peprné v bio kvali, olej skdicovy a hebickovy meély srovnatel® velké oblasti mrenych

zbn. VySe uvedené je zobrazeno na obr. 9.
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Obr. 9. Vliv esenciélnich okepa rist Bacillus subtilisfedni oleje je uvedeno

jakoponer esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skaéicovy olej, H — liebickovy ole;.

6.1.3 Vliv oleji na bakterii Micrococcus luteus

S vyjimkou levandulového oleje tiib nejvétSi inhibini zény néedény olej.

U levandulového oleje byla patrnd nggi zéna z testovanych dles nevySSim rreném
fedni (1:15). Levadulovy olej nMicrococcus luteusestoval také Hanamanthagouda. Je-
ho znefena antibakterialni zona byla vipréru 12 mm, coz odpovida vysleitk meéreni
uvedenych na obr. 10 [97]. U oleje matového, eykalyeho a oleje z biomaty nebyl patr-
ny vyrazny rozdil v antibakterialnimipobeni mezitznymi fedénimi oleji. VSechny vy-
kazovaly inhibéni zénu o velikosti fiblizné 7 mm. Velmi vyrazna byla z6na ieeEného
citrusového oleje, obdobntomu bylo i u oleje skidccového a kebickového. Testované

esencialni oleje tedy prokazaly antimikrobiinky naMicrococcus luteus
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Micrococcus luteus
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Obr. 10. Vliv esencialnich okepa rist Micrococcus luteugedeni oleje je uve-

deno jakoporr esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwlej; E — eukalyptovy olej; BM —

matovy olej v biokvali; S — skaeicovy olej, H — liebickovy olej.

6.1.4 Vliv oleja na bakterii Staphylococcus aureus

Nametené vysledky velikosti inhibnich zon pro vSechny testované oleje jsou uvedeny
na obr. 11. Z obrazku je patrné, Ze g&jvinhibini zény byly zaznamenany u oleje mato-
vého a levandulového. Ke stejnému vysledku doBpmel Djenane, ktery testoval mato-
vy a levandulovy olej pravna Staphylococcus aureuBjenane zkoumal pomoci chroma-
tografické metody jednotlivé slozky olep dospl k zawru, Ze se pogtry jednotlivych
sloZzek oleje vyraznliSi v zavislosti na oblastiggtovani, coz e mit vyznamny vliv
na antibakterialni ¢inky téchto olefi [98]. Ke stejnému zavu se piklani také Bakkali
[10]. DalSim z testovanych otepyl olej citronovy, ktery vykazoval nulové antimdbni
Gcinky ve vSechredinich, mimo né&edného oleje. Eukalyptovy olej a olej z biomatylyn
se zvysujici se koncentraci olejevysSi antibaktéri&inek. Stejg tak tomu bylo i v pi-
pad oleje Hebickového. Podle Elaissi a kolektivu je nejvice cithv druhem

z testovanych Gbakterii pra¢ Staphylococcus aure(i89]. Po vyhodnoceni nafienych

vysledki této prace se k tomuto tvrzeni nelZiklpnit.
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Obr. 11. Vliv esencialnich okepa nist Staphylococcus aureugdni oleje je

uvedeno jakopoen esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — métovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — ltebickovy olej.

6.2 Difuzni metoda - vliv esencialnich olaj na G bakterie

Stejre jako u grampozitivnich bakterii byly zignérnych hodnot réfeni inhib&nich zén
na Petriho misce sestaveny grafy. Nasledujici poitidgt se ¥nuji jednotlivym testova-
nym bakteriim. U kazdého d&reni byla provedena negativni kontrola v podalisku se
sterilni destilovanou vodou. Vzhledem k tomu, Zejelbylyfedény v etanolu, ktery sém
0 solg mize pisobit antibakterial®y sowasti pokusu byly i disky napugié etanolem.

Na Zadnou ze studovanych bakterii gesamotny etanol inhibni (inek.

6.2.1 Vliv olejua na bakterii Enterobacter aerogenes

Z obr. 12. je patrné, Ze ngjgi oblast inhibice bakteriénterobacter aerogendsyla zme-
fena u levandulového oleje ato ve vSech testovahgdinich. U oleje skiicového se
s nafistajici koncentraci oleje &govala i velikost inhiliinich zén. Skiicovy olej vyka-
zoval po oleji levandulovém nejisi antimikrobialni ginek. Nejmensi zény byly naite-
ny u citrusového, matového a eukalyptového olejeldje z maty peprné v biokvalibyla
zmeiena nejétSi zoéna u nedného oleje. Basollé testoval rinterobacter aerogenes

kombinace dinnych sloZzek esencialnich alejkonkrét cinnamaldehyd a eugenol. Autor
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dosgl k zawru, Zze kombinaceéthto slozek nema synergicky (pdapy) efekt, jak -
vodre predpokladal, ale antagonisticky (snizujici) [100pdRe vyzkumu, ktery provedl
Burt, se da zlepSit antibakterialn¢idnost esencialnich oliejv realnych matricich (nap

v nékterych potravinach) pomoci Upravy fyzikalnich awtickych podminek v této matri-
ci. Konkrétrg minil touto Upravou sniZzeni pH, snizeni teplogn&eni hladiny kysliku.
Tyto Upravy vnitnich a vijSich faktofi mohou mit s aplikaci esencialnich éleyrazny
synergicky dinek a timto zpsobem Ize dosahnout vyssi trvanlivosti potravin.[Z&a nej-
acinngjSi z antibakteridlnich slozek esencialnich lgou podle Fitgeralda povazovany

A

a tim zvysuji propustnost cytoplazmatickou membudi©2].

Enterobacteraerogenes
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Obr. 12. Vliv esenciélnich olepa rist Enterobacter aerogene®deni oleje je

uvedeno jakopoen esencialniho oleje ku etanolu.

C —citronovy olej; M — métovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — ltebickovy olej.

6.2.2 VIiv oleju na bakterii Pseudomonas fluorescens

Pramérné hodnoty vysledk méieni pro testované oleje na baktdPseudomonas fluo-
rescenduvadi obr. 13. Z obrazku je patrné, Ze z testostammjeji projevil nej\&tsi antimik-
robialni &inky matovy, levandulovy, skwovy a trebickovy olej. Hanamanthagouda tes-
toval levandulovy olej ndPseudomonas fluorescengysledek jeho ®ieni uvadi zonu

ovelikosti 7 mm [97]. Vysledky uvedené na obr. 13wejsou v korelaci



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 55

s Hanamanthagoudou, zo6na levandulového oleje jgnélsobna v porovnani s jeho vy-
sledky. Olej s nejmenSimi zonami v oblasti stelnindisku byl olej eukalyptovy. NejvysSi
inhibici ristu bakterii vykazovaly po#ny 1:1 a 1:3. U oleje z biomaty nebyl pozorovan
vyrazny rozdil ied®nich, s vyjimkou n&diného oleje, ktery diky vysoké viskozgpatr
difundoval do disku i agarového média. S&efomu bylo i u ostatnich olejs vyjimkou
oleje trebikkového, ktery naopak vykézal nejvyssi inhibici leaid Pseudomonas fluo-
rescengoraw pii pouziti néediného oleje. Bakteri®seudomonas fluorescess projevila

z G bakterii jako nejmén citliva k esencialnim olém. Stejny zasr vyzkumu uvadi

i Knobloch, Elaissi a Deans a Ritchie, iktedosgli k zawru, Ze nejmé# citlivé

z gramnegativnich bakterii jsou p&yseudomonady [15,16,99].

Pseudomonas fluorescens
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Obr. 13. Vliv esencialnich okepa rist Pseudomonas fluorescersgeni oleje je

uvedeno jakopoen esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skaéicovy olej, H — liebickovy ole;.

6.2.3 Vliv oleji na bakterii Serratia marcescens

Citronovy olej vykazal ve vSech testovanyelnich inhibeéni inek. Ten byl srovnatel-
ny s olejem méatovym. U nejnizSiho a nejvyssfadni byly u obou olaj hodnoty stejné.
Redini 1:7; 1:3 a 1:1 vykazovaly taktéz stejné hodnodigjvy3si inhibice byla z#tena
u levandulového oleje. U eukalyptového oleje vedtkimhibiénich zén rostla s rostoucim

obsahem oleje ve si®i, vyjimkou byl ogt naediny olej, ktery ndl diky vySSi viskozit
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mensSi inhibini zonu nez H fedni 1:1. Oleje z biomaty, skicovy a rebickovy inhibova-

ly rust S. marcescend/ySe uvedené je znazeéno na obr. 14. Citlivost bakterie byla jako
u ostatnich testovanych mikroorganiz@avisla na druhu, sloZeni i koncentraci oleje.-Vel
ky vliv na inhibini (&€inky oleji mohla mit jejich viskozita a rozpustnost v pouditymé-
diich. Djenane prokazal, Ze nacinky oleji ma vyznamny vliv také sezénni
a intraspecificka z#éma slozeni. Obeeérmplati, Ze esencialni oleje vyrobené z bylin skiize

v pab¢hu, nebo ihned po odktu, vykazuji nejsilijsi antimikrobni aktivitu [98].

Serratia marcescens
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Obr. 14. Vliv esencialnich okepa rist Serratia marcescengdni oleje je uve-

deno jakoporr esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — tebickovy olej.

6.2.4 Vliv olejua na bakterii Proteus vulgaris

Na obr. 15. je zobrazena zavislost velikosti infribizony na druhu testovaného esencial-
niho oleje. Z obrazku vyplyva, Ze nejvyssi inhilbseeprojevila ogt u oleje levandulového,
konkrétré v porgru 1:1 a u niedného oleje. Citronovy olej shkromé nejvysSiharedeni
inhibi¢ni zénu 7,5 mm. Matovy olej ¢hse zvysSujici se koncentraci ugtajici velikost
inhibi¢nich zén, mimo nedného oleje. U eukalyptového oleje nebyl v testovaméz-
mezi patrny rozdil v koncentracich. U oleje pocliédeo z maty peprné v biokvalitoyla
zmefena v pondru 1:15 stejna inhildni zona, jako u 1:1. Inhibice bakteReoteus vulgaris

u skdicoveho a kebickoveho oleje rdla se zvySujici se koncentraci rostouci tendenci.
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Proteus vulgarisy podle naréenych vysledk mohl slouzit jako modelovy mikroorgani-
zmus pro budouci vyzkum otep jejich sloZzek v oblasti potravifsdvi. Za&leréni nékte-
rych esencialnich olgjdo potravin nize mit pozitivni vliv i na organoleptické vlastnost
Jedna nebo vice slozZek olejée zajistit pozadovanou antibakterialdininost, coz mze

v budoucnosti zajistit delSi dobu udrznosti potneaizabranit jejimu kazeni [11].

Proteus vulgaris
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Obr. 15. Vliv esencialnich okepa rist Proteus vulgarisiedni oleje je uvedeno

jakoponer esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — tebickovy olej.

6.2.5 VIiv oleja na bakterii Salmonella Enteritidis

Z obr. 16. je patrné, Ze népéi inhibici k baterii nily oleje levandulovy a sk@ovy, dale
pak olej ebickovy. Citronovy olej dosahl nejvyssi inhibice ted€ném stavu. U oleje
z maty peprné nebyl pozorovan v testovaném rozmeil viedini. U levandulového
oleje byla nej¥tsi inhibicni zéna zmrena proifedni oleje 1:3, olej ve vySSich i nizSich
koncentracich ovliroval rist salmonel méh Fi tomto pongru byl levandulovy olej fi-
tomen v dostat®iém mnoZstvi pro inhibici a zaravenéla smés oleje a etanolu dobrou
viskozitu pro difuzi agarem. V testovaném rozmeokgpzal eukalyptovy olej &dni anti-
bakterialni aktivitu. Matu peprnou v biokvalilze taktéZadit spiSe k olém s paiimérnou
antimikrobni aktivitou u¢i SalmonellaEnteritidis Skaicovy olej prokéazal vyrazné inhi-

bi¢ni (&inky od fedéni 1:3, které se ustalily v pammu 1:1 a u niedného oleje. Inhild@ini



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 58

zbny tebitkového oleje z&naly na 9 mm a se zvySujici se koncentraci rastlgo hod-
noty 12 mm. Burt dosjh ve svém vyzkumu v roce 2004 ke stejnémusndvze liebickovy
olej ve vhodnych koncentracich pdilge rist bakterieSalmonellaEnteritidis. Testoval

i jednotlivé slozky oleje, které za antibakterialinek zodpovidaji. [11].

Salmonella Enteritidis
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Obr. 16. Vliv esencialnich olepa rist Salmonella Enteritidigiedni oleje je

uvedeno jakopoen esencialniho oleje ku etanolu.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalig; S — skaicovy olej, H — ltebickovy olej.

6.2.6 Vliv oleju na bakterii Escherichia coli

Posledni z testovanych” Gakterii bylaEscherichia coli.Citronovy olej gisobil ve vSech
fed®nich stej@ inhibicné na tuto bakterii, mimo po#énu 1:15, kde nebyla Zadna zéna
vytvoiena. U matového oleje se nejvyrgzmprojevilo fedéni 1:7 a to zénou 9 mm. Stejn
jako u gedchozich testovanych mikroorganizmmél nejvétSi antibakterialni &inek olej
levandulovy, skticovy a ltebickovy. Grafické znazogmi vlivu levandulového oleje na
rast bakterieEscherichia colije totoZzné s&almonellaEnteritidis. U eukalyptového oleje
nebyl v testovaném rozmezi patrny rozdfe&ni. Postupnou vastajici tendenci, ifimo
ameérnou zvysujici se koncentraci, jsem zaznamenalaja p maty v biokvalit. Skaicovy

olej dosahl nejvyssi inhibice v zéro piméru 15 mm ato Wedni 1:1 a v ngedkném
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oleji. Vyrazna inhibice bakterie byla ziena u oleje tebickového. Inhibice z#nala
u nejnizsi koncentrace (p@ml:15) na zé& 7 mm a ndla vznistajici charakter. Ne§tSi
zbény v oblasti sterilniho disku dosahlie&ny hrebickovy olej ato zénou o pméru
15 mm. Djenane proved!| vyzkum, ve kterém porovnéwialky matového a levandulového
oleje. Jako modelové bakterie poudtaphylococcus aureusEscherichia coli.Podle
vysledka, které uvadi obrl7. se k jeho zjighi mohu piklonit. Staphylococcus aureus
projevil k olejim WétSi citlivost nezEscherichia coli[98]. Hanamanthagouda testoval
levandulovy olej proti bakteriEscherichia coli Olej prokazal inhibici zénou o fiméru
10 mm [97]. Podle obr. 17 by tato zéna odpovideaténi 1:7, ne oleji v niedném stavu.

Hanamanthagouda ozfildevandulovy olej jako mir&inhibi¢ni proti této bakterii [97].

Escherichia coli
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Obr. 17. Vliv esencialnich olepa nist Escherichia colifecéni oleje je uvedeno
jakoponer esenciélniho oleje ku etanolu.
C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-

tovy olej v biokvalig; S — skaicovy olej, H — ltebickovy olej.
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6.3 Difuzni metoda - vliv emulzi s esencialnimi oleji & bakterie

K ptipraw mikroemulzi s esencialnimi oleji byl pouzit postogpsany v bakaiaké praci
Bc. Ivany Slovakovg93]. V této diplomové praci bylo zji&ho, Ze vySe uvedeny postup
neni univezralé pouzitelny pro vSechny esencialni oleje, kterés$esvym pivodem a slo-
Zenim. V praktické casti diplomové prace byly tedy fipraveny pouze emulze
s esencialnimi oleji, postup v8ak pro oleje pou¥itéto praci neumoznilifpravu mikro-
emulzi. Mikroemulze obsahujiastice minimald ofad mensi nez emulzeizné, jsou
transparentnéi polotransparentni8g]. Emulze vyrobené v ramci experimentatasti di-
plomové prace byly homogennigipvsak ml€né zabraveni a Ize tedy konstatovat¢@e
tice €chto emulzi nily velikost odpovidajici spiSe emulzim. Vzhledenoku, Ze pipra-
vené emulze byly homogenni a prace nebylaérama na formulace mikroemulzi, byly

pro testovani antibakterialnickigka vyrobené emulze pouzity.

Emulze esencialnich ofejbyly testovany difuzni metodou na Mueller Hintogaeu
ve trech koncentracichiédini je uvedeno v tab. 6). Na kazdé Petriho misca tadtovana

také ngedina emulze (EM). Emulze byly testovany naaGSG bakteriich.

6.3.1 Vliv emulzi esencialnich olej na grampozitivni (G") bakterie

Pro spolehlivost vysledk byla kazda koncentrace testovangkatikrat pro kazdy olej.

Praimérné vysledky nartenych hodnot uvadi tab. 7.
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Tab. 7. Antimikrobni &inky esencialnich oléjv emulzi (difdzni diskova metoda)

Mikroorganizmus Porr EM“:MPB* Esencidlni olej
c v | L [BM|S|H
Bacillus cereus Neredéna 0 0 0 0 0 6 0
5:3 0 0 0 0 0 0 0
1:1 0 0 0 0 0 0 0
3:5 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus subtilis Nefedéna 0 0 6 0 6 6 6
5:3 0 0 6 0 6 0 0
1:1 0 0 0 0 0 0 0
3:5 0 0 0 0 0 0 0
Micrococcus luteus Nefedéna 7,75| 6,5 7 6 0 6 0
5:3 8 | 65| 775 0 0 0 0
1:1 0 0 0 0 0 0 0
3:5 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus Nefedéna 6 0 | 65| 65 7 6 0
5:3 6 0| 65| O 0| 65 O
1:1 0 0| 65| O 0 0 0
3:5 0 0 0 0 0 0 0

Z tabulky je patrné, Ze uétsiny emulzi Kk inhibici testovanych bakterii docklaz pouze
tehdy, kdyz byly na disky davkovaristé, tedy nedné emulze. B fedni emulze bujo-
nem se inhikiini inek sniZoval, nebo nebylibec zaznamenan. Na baktdacillus ce-
reus puasobil inhibiné pouze olej skiicovy v ngediné emulzi. Z ostatnich olepepisobil
Zadny inhibéné. Testované emulze sédr bakterii projevily jako antimikrob& ne&inné.
V¢étSi antibakterialni aktivita byla detekovanaacillus subtillis kde néedna emulze

prokazala inhibici ulevandulového oleje, oleje ianbaty, skdicového oleje

LEM - emulze

2 MPB - masopeptonovy bujon.
% C — citronovy olej

4 M — méatovy olej

® L — levandulovy olej

® E — eukalyptovy olej

" BM — matovy olej v biokvalit

8 5 — skaicovy olej

°H — hrebitkovy olej
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a hrebickového oleje. Olegj citronovy, matovy, levanduloeykalyptovy a skiicovy vyka-
zal na bakteriMicrococcus luteugnhibi¢ni inek v néedtné emulzi. Citronovy, matovy
a levandulovy olej se projevily jakociané i @i fedéni 5:3 Micrococcus luteudbyl re-
zistentni k emulzi wedni 1:1 a 3:5. N&taphylococcus aureysisobily nejvice oleje cit-
ronovy, levandulovy a skiwovy. Nepisobily oleje matovy aifebickovy. Na grampozitiv-
ni bakterie mil nejvétsSi &inek olej levandulovy. Stejny z&wv vyzkumu uvedl Djenane
v roce 2012, ktery prokazal antibakterialni aktiibhoto oleje in vitro [98]. Dale vykazo-
valy nejvySSi dinky oleje citronovy, skiicovy a olej z biométy. NizSidinky mely oleje
matovy a lebickovy. Nejmensi inhibici na grampozitivni bakteriekazal olej eukalyp-
tovy. Elaissi prokazal, Ze eukalyptovy olej j@niny proti bakteriiStaphylococcus aureus.
Proto se tento olgjasto pouziva k ¢ poruch dychaciho systému, jako jsouindgpon-

chitida nebo sinusitida [103].

6.3.2 VIliv emulzi esencialnich ole} na gramnegativni (G-) bakterie

Jak je patrné ztab. 8, vSechny testované b@kterie projevily podobnou citlivost
k mikroemulzim testovanych ofejUginek oleji byl prokazan v nediné emulzi a p ie-
déni 5:3 (EM:MPB). Nej¢tsi citlivost k testovanym emulzim vykazovala bailt&ntero-
bacter aerogenedla byla inhibovana vSemi testovanymi oleji ve vssattnich emulze,
mimo nejvysSihdedni (3:5). BakteridPseudomonas fluorescelmga rezistentni &i oleji
matovému, ostatni oleje vykazaly wweéné emulzi a viedni 5:3 inhibéni zény
o pamérné hodnat 6 - 7 mm. Serratia marcescense projevila jako nejododsi

Z testovanych gramnegativnich bakterii. Matovy,adytovy, skdicovy a irebickovy olej
nevytvaily inhibi¢ni zénu v oblasti sterilniho disku ani ¥temnosti néedéné emulze.
Z nantienych vysledi vyplyva, ZeProteus vulgarigrojevil odolnost pouze k oleji euka-
lyptovému a skilcovému. VSechny testované oleje prokazaly iedmé emulzi a wed-
ni 5:3 antimikrobni &inek naSalmonellaEnteritidis aEscherichia coliNejméré odolnou
bakterii byl Enterobacter aerogenesS vyjimkou oleje levandulového, eukalyptového
a skdicového na ni fisobily vSechny z testovanych aleg to i viedkni 1:1. Rodrigues
v roce 2012 testoval antimikrobndinky esencialnich oléja dosgl k vysledku, Ze nejvys-
Si aktivita oleji se projevila LEscherichia coliK tomuto tvrzeni se nemohtikionit. Pro-
kazal, Ze komplexni stsi oleji jsou &inngjSi nez jednotlivé slozkythto olef testované
samostat& [104].
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Tab. 8. Antimikrobni &inky esencialnich oléjv emulzi (difazni diskova metoda)

Mikroorganizmus Porr EM:MPB Esenciélni olej
C M L E |BM| S| H
Pseudomonas fluo- Nefedéna 6,25| O 7 6 6,5/ 6| 6
rescens 5:3 6,25 O 6,5 6 0 0| 6
1:1 0 0 0 0 0 of O
3:5 0 0 0 0 0 of O
Serratia marcescens Nefedéna 6,25| O 6,5 0 6 0| O
5:3 6,25 O 65| O 0 o O
1:1 0 0 0 0 0 of O
3:5 0 0 0 0 0 of O
Proteus vulgaris Nefedéna 6,5 6 6 0 6 0| 6,5
5:3 6 | 6,25 6 0 65| 0| 6
1:1 0 0 0 0 0 of O
3:5 0 0 0 0 0 of O
SalmonelleéEnteritidis Neredéna 6,75| 6 6 6,5 6 | 6,56,5
5:3 6 6 6 | 6,25 6 6 | 6,5
1:1 0 0 0 0 0 of O
3:5 0 0 0 0 0 of O
Escherichia coli Neredéna 6,75| 6 6,5 6 6,5/ 6| 7%
5:3 6 |6,25 7 6 6 | 6,5 6
1:1 0 0 0 0 0 of O
3:5 0 0 0 0 0 of O
Enterobacter aerogenes Neredéna 6,25 7,25| 6 6,5 6 | 6,565
5:3 6,5| 6,25 6 6 6 | 6,5 6
1:1 6,25/ 6 0 0 6 0| 6
3:5 0 0 0 0 0 o O

6.4 Diluéni metoda

Vyrobené emulze esencialnich dléjyly pro srovnani jejichdinku testovany i dildni me-
todou ve techiednich (uvedeno v tab. 6) a vieekné emulzi. Vysledky byly vyhodnoce-

ny jako index #istu IR [%] a jsou diskutovany v nésledujicich pqataach.
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6.4.1 Vliv emulzi esencialnich olej na grampozitivni (G") bakterie

Z obr. 18 je nazorné, Ze bakteBacillus subtilisnejvice inhibovaly oleje levandulovy,
skaicovy a hebickovy. Na vSechny testované grampozitivni bakteyieazal nejvyssi an-
tibakterialni @&inek levandulovy olej. Vysledky ditini metody se v tomtorfpact shoduji
s vysledky ziskanymi difazni metodouiad® bakterieBacillus subtilisbyl v emulznim sys-
tému tohoto oleje vyrazrpotlaten (IR 30 %) a to ve vSech testovanyeknich. Bacil-
lus subtilisprokazal nejvySsi odolnost k matovému a eukalyptavéleji. Obdoba tomu
bylo i u dalSich testovanych grampozitivnich bakté&tompletni vysledky a vyhodnoceni
dilu¢ni metody je zobrazeno iRze P I. UBacillus cereushyl rast redukovan wvedni
5:3 a v néecEné emulzi. Se zvysujicim gednim se zvySovala i hodnota indexistu
(IR), tzn. Ze bakterie byly inhibovany mepri vétSim fedéni emulze. NejgtSi (innost
oleju se projevila fi pouZziti ngedné emulze. Vysledek je tak v korelaci s difazni oret
dou.

0o Bacillus subtilis
m5:3 E1:1 ®m3:5 Enefedéna

80
x
S 60 -
2
3 40 -
£

20

0

C M L E BM S H

Obr. 18. Vliv esenciélnich okey mikroemulznim systému na Bacillus subtilis,

poner uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — métovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — ltebickovy olej.
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6.4.2 VIiv emulzi esencialnich olej na gramnegativni (G) bakterie

Na testované gramnegativni bakterie vykazalgjunhibici levandulovy olej. Indexistu
bakterieEscherichia colibyl v emulznim systému tohoto oleje poda na IR 40 %.
Nejmérg ucinnymi oleji byly podle obr. 19 oleje matovy a elygrovy (IR = 70 %), stejé
jako u G bakterii (IR(] 80 %).Escherichia colivykazala nizkou odolnostiwi pisobeni
citronového oleje v emulznim systému, coz je vaduls metodou diskovou difazni. Index
rastu oleje skticového a kebickového se pohyboval v oblasti kolem 50 %, cozZ odigév
difuzni diskové metog kde tyto oleje inhibovaly bakterenterobacter aerogenes, Esche-
richia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmongehégeritidis. Vysledky diltni metody pro

vySe zmigné G bakterie jsou zobrazeny vii®ze P Il této diplomové préace.

esencialnich oléjv emulznim systému. Jsou zde eliminova&které negativni vlivy, jako

je nagriklad viskozita ole], ktera do znéné miry ovliviiuje vysledky metody difuzni.
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Obr. 19. Vliv esencialnich okey mikroemulznim systému na Escherichia coli,

poner uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalit; S — skdicovy olej, H — ltebickovy olej.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo studovat antibakteridéifinnost esenciélnich olieja to kon-
krétre oleje citronového, levandulového, eukalyptovéhatawého, matového v biokvaljt
skaicového a kebitkového. Tyto oleje a jejich vliv naist mikroorganizm byly testova-

ny agarovou difuzni diskovou metodou. DalSim cil&to diplomové prace bylo vyrobit
mikroemulzni systémy a porovnatiiky esencialnich oléjv mikroemulzi metodou diktt

ni a diskovou difazni. Antibakterialninek byl testovan na grampozitivnich a gramnega-

tivnich bakteriich.

Bylo zjisSttno, Ze uvedena metoddigravy mikroemulzi neni univerzalni pro esencialni
oleje 0 fizném m@ivodu. Oproti ivodnimu zanmsru vyrobit mikroemulze, proto byly vyro-
beny pouze homogenni emulze a ty pak byly testozdrgdiska antimikrobnich vlastnos-
ti.

Obecr Izefici, Ze nej¢tSi antimikrobni Ginek na testované bakterieipneredéné emul-
ze s esencialnimi oleji. Z naenych vysledik lIze jednozné&né urtit, Ze citlivgjSi

k pasobeni olaj v emulzi byly G bakterie, u kterych do3lo k vyznamnému poklesuxode
rastu u vSech testovanych dfufiR pod 40 %). Gramnegativni bakterie byly k testoym
olejam odolrgjSi. NejwtSi odolnost vykazovdEnterobacter aerogeng$R = 70 %). Dale
pak Pseudomonas fluorescernsgramnegativnich drahbyly nejvice inhibovany bakterie
Proteus vulgarisSalmonellaEnteritidis aSerratia marcescen®uvodem snizené citlivos-
ti G bakterii k fisobeni esencialniho oleje jgepre rozdilna stavba butiné sény téchto
bakterii. Gramnegativni bakterie maji oproti gragipenim druhim dalSi ochrannou vrst-

vu burééné stny, takzvanou wSi membranu.

Z esencialnich ol@éj vykazal nejvyssi antimikrobnicinek ke vSem testovanym driuh
bakterii levandulovy olej. Velmi vyrazné inh#bii (€inky mély oleje citronovy, hebickovy
a skdicovy. Fi pouziti matoveho oleje a matového oleje v biok¥ahebyly zaznamenany
vyznamné rozdily v antibakterialninfigobeni. Ze studovanych alejn¢l eukalyptovy olej

nejnizsi schopnost inhibicéstu bakterii.

Byl prokdzan antimikrobnidinek esencialnich oléji oleja v emulznim systému. PouzZiti
téchto olefi pro eliminaci patoganje predmétem mnoha studii. Esencialni oleje jsou za-
mysleny jako vhodna ndhrada antibiatiinych antimikrobnich agens, vzhledem ke zvy-

Sujici se rezistenci bakterii a Wik ttmto latkam. Esencialni oleje a jejich vyuziti jako
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konzerv&nich latek v potravingkém pémyslu a kosmetice se jevi jako jako velmi slibna
alternativa, kterd ovSem vyzZaduje intenzivnigtovani &innosti olepj a jejich vlivu

na vlastnosti potraving kosmetického prosedku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

EO Esencidlni olej.

G Grampozitivni bakterie.
G Gramnegativni bakterie.
C Citronovy olej.

M Matovy ole;.

L Levandulovy olej.

E Eukalyptovy ole;.

BM Matovy olej v biokvalit.

S Skaricovy olej.

H Hiebickovy olej.

EM Emulze.

MPB Masopeptonovy bujon.

MPA Masopeptonovy agar.

CCM Ceska sbirka mikroorganizim
IR Index fistu.

olv Systém olej ve vad

v/o Systém voda v oleji.
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PRILOHA P |: VLIV ESENCIALNICH OLEJ UV EMULZNIM SYS-
TEMU NA GRAMPOZITIVNI BAKTERIE (DILU CNi METODA)

100 - Bacillus cereus
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Obr. 20. Vliv esencialnich oley emulznim systému na Bacilus cereus,

poner uvadi EM ku MPB.

C —citronovy olej; M— matovy olej; L — levandulovy olej; E — eukalypjyoslej; BM — mato-
vy olej v biokvalig; S — skdicovy olej, H — liebickovy olej.

100 - Staphylococcus aureus
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Obr. 21. Vliv esenciélnich oley emulznim systému na Staphylococcus

aureus, porr uvadi EM ku MPB.
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C —citronovy olej; M— matovy olej; L — levandulovy olej; E — eukalypyoslej; BM — mato-
vy olej v biokvalig; S — skdicovy olej, H — iebickovy olej.

100 - Micrococcus luteus
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Obr. 22. Vliv esencialnich a@lej emulznim systému na Micrococcus

luteus, porer uvadi EM ku MPB.

C —citronovy olej; M— matovy olej; L — levandulovy olej; E — eukalypjyoslej; BM — mato-
vy olej v biokvalig; S — skdicovy olej, H — liebickovy olej.
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PRILOHA P II: VLIV ESENCIALNICH OLEJ U V EMULZNIM SYS-
TEMU NA GRAMNEGATIVNI BAKTERIE (DILU  CNi METODA)

100 - Enterobacteraerogenes
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Obr. 23. Vliv esencialnich oley emulznim systému na Enterobacter aerogenes,
poner uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalit; S — skaéicovy olej, H — liebickovy ole;.

Pseudomonas fluorescens
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Obr. 24. Vliv esencialnich okey emulznim systému na Pseudomonas fluo-
rescens, podr uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalig; S — skaicovy olej, H — ltebickovy olej.
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Proteus vulgaris
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Obr. 25. Vliv esenciélnich ok emulznim systému na Proteus vulgaris,

poner uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalit; S — skaéicovy olej, H — liebickovy ole;.

100 - Salmonella Enteritidis
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Obr. 26. Vliv esencialnich oley emulznim systému na Salmonglhderitidis
poner uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalig; S — skaicovy olej, H — ltebickovy olej.
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Serratia marcescens
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Obr. 27. Vliv esencialnich ok emulznim systému na Serratia marcescens, po-
mér uvadi EM ku MPB.

C — citronovy olej; M — matovy olej; L — levandulpwulej; E — eukalyptovy olej; BM — ma-
tovy olej v biokvalit; S — skaéicovy olej, H — liebickovy ole;.



