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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo stanovit antimikrobidlni aktivitu vybranych piirodnich
extraktt, konktrétné tii modelovych extrakti vyrobenych z tfapatky nachové (Echinacea
purpurea) a ¢ty komercnich extrakti — zlevandule lékaiské (Lavandula angustifolia),
medunky lékaiské (Melissa officinalis), echinaceovych bylinnych kapek (Echinacea purpurea)
a extraktu echinacey (Echinacea purpurea) se zazvorem vuci vybranym mikroorganismtm.

Teoreticka ¢ast je zamé&fena na popis bioaktivnich latek, vyskytujicich se v rostlinach. Dale
popisuje extrakéni metody pro ziskavani extraktl z rostlinnych materiala, metody pro stanoveni
antimikrobidlni aktivity a na zavér vyuziti ptirodnich extraktli v potravinaiském a kosmetickém
pramyslu.

V experimentalni ¢asti byl testovan antimikrobidlni ucinek zminénych extraktd viaci
gramnegativni bakterii Escherichia coli, grampozitivni bakterii Bacillus cereus a kvasince
Candida glabrata. Pro stanoveni antimikrobialni aktivity byly pouzity a porovnany dvé
metody — jamkova a diskova difuzni metoda.

Nejvyssi antimikrobidlni aktivitu proti vybranym mikroorganismiim vykazoval komeréni
extrakt meduiky Iékaiské, s vysokym obsahem geraniolu a citronelollu. Vyznamnou
antimikrobialni aktivitu vykazoval i komeréni extrakt levandule 1ékatfské. Naopak extrakty
z echinacey nevykazovaly zddnou antimikrobidlni aktivitu proti vybranym mikroorganismiim.

ABSTRACT

The aim of the bachelor thesis was to determine antimicrobial activity of selected natural
extracts, specifically three model extracts made from purple coneflower (Echinacea purpurea)
and four commercial extracts — true lavender (Lavandula angustifolia), lemon balm (Melissa
oficinalis), echinacea herbal drops (Echinacea purpurea) and echinacea extract (Echinacea
purpurea) with ginger, against selected microorganisms.

Theoretical part is focused on description of bioactive substances that are found in plants.
It also describes extraction methods used for obtaining extracts from plant materials, methods
for determining antimicrobial activity and then the use of natural extracts in food and cosmetic
industry.

In experimental part, antimicrobial effect of the extracts was tested against gram-negative
bacteria Escherichia coli, gram-positive bacteria Bacillus cereus and yeast Candida glabrata.
For determination of the antimicrobial activity, two methods (hole method and disc diffusion
method) were used and compared.

The highest antimicrobial activity against selected microorganisms was showed
by commercial extract of lemon balm, which contains lot of geraniol and citroneloll. Significant
antimicrobial activity had also been shown by commercial extract of true lavender.
On the contrary, extracts from Echinacea had not shown any antimicrobial activity against
selected microorganisms.
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1 UVOD

Vyroba kosmetickych produktii je ovlivnéna pozadavky spotiebiteld. V soucasnosti mnoho
spotfebiteli vyhleddva potraviny bez chemickych postifikii a piisad, a stejné¢ je tomu
i v kosmetickém pramyslu. Spotiebitelé vyzaduji kosmetické produkty bez synteticky
vyrobenych latek. Z tohoto diivodu spotiebitelé uptednostiiuji piirodni kosmetiku.

Vyrobit kosmetiku bez konzervacnich latek nebo za vyuziti rostlinnych konzervacnich latek
je obtizné. Konzerva¢ni latky se v kosmetickych produktech vyuzivaji k inhibici
mikroorganismi. VétSina kosmetickych produkti obsahuje jako hlavni slozku vodu, ktera
vyznamné napomaha vytvaret piiznivé prostfedi pro rust a mnozeni mikroorganismd.
Mikroorganismy zpusobuji zménu zbarveni, nepfijemné aroma a rozklad uc¢innych latek
kosmetického produktu.

Kosmetické produkty bez konzervacnich latek jsou napft. Gstni vody, parfémy a oleje.
Tyto produkty neni potieba chranit, protoze obsahuji bud’ vysoké mnozstvi alkoholu, ktery
inhibuje mikroorganismy, nebo neobsahuji vodu, ktera vyznamné napomaha vytvaiet ptiznivé
prosttedi pro rlst a mnoZeni mikroorganismil a mikroorganismy tak zahynou.

Pro konzervaci kosmetickych produktii pomoci rostlinnych konzerva¢nich latek se Casto
vyuzivaji latky s antimikrobialnimi u€inky, jako jsou bylinné extrakty a esencialni oleje. Jedna
se o latky, které jsou uc¢inné proti vybranym mikroorganismim. Jejich kombinaci je mozné
vytvofit komplexni ochranu pro kosmeticky produkt.

Cilem této bakalafské prace je zpracovani problematiky mikrobidlni rizikovosti
kosmetickych piipravki, moznosti vyuziti antimikrobidlnich Uc€inkt pfirodnich extraktt
a pfirodni kosmetiky spolu se specifiky jeji konzervace. Cilem experimentalni ¢asti je stanoveni
antimikrobidlni aktivity vybranych pfirodnich extraktl viici vybranym mikroorganismim,
kterymi jsou Escherichia coli, Bacillus cereus a Candida glabrata.



2 TEORETICKA CAST

Tato prace je zaméfena na stanoveni antimikrobidlni aktivity extraktu ptipraveného z tfapatky
nachové (Echinacea purpurea). Pro srovnani byly analyzovany komercéné ziskané extrakty
echinacey, levandule Iékaiské (Lavandula angustifolia) a medunky lékarské (Melissa
officinalis).

V nasledujicich kapitolach je uvedena charakteristika, slozeni a vlastnosti zminénych
rostlinnych materialti a moznosti jejich praktického vyuziti. Samostatna kapitola je vénovana
moznostem stanoveni antimikrobidlni aktivity.

2.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni latky jsou latky, které vykazuji antimikrobidlni aktivitu. Antimikrobidlni
aktivita je sila latky inhibovat rist mikroorganismu, popf. usmrtit dany mikroorganismus.
Antimikrobidlni latky se rozliSuji na antibakterialni, antimykotické a antivirové. Latky, které
vykazuji antimikrobidlni aktivitu, lze pouzit jako konzervacni latky v potravinafstvi
I v kosmetickych piipravcich a jsou G¢innou slozkou fady 1é¢ivych produktd. Latky pfirodniho
pivodu jsou vnimany jako G¢inné, bezpeéné a spotiebiteli 1épe piijimané [1].

cvwr

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera
zabranuje r0stu mikroorganismi. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) je nejnizsi
koncentrace antimikrobialni latky potfebna k usmrceni bakterie za urcitou dobu [2].

2.2 Esencialni oleje

Byliny a jejich esencidlni oleje byly pouzivany od pocatku lidské historie. Jejich prospésné
vlastnosti byly pouzity k maskovani nepiijemnych pacht, pfildkani pozornosti ostatnich lidi,
ptfidavani chutovych a aromatickych vlastnosti pfipravenym pokrmlm, parfémiim a kosmetice

[3].

Esenciélni oleje jsou definovany jako tékavé sekundarni metabolity rostlin, které rostliné
dodavaji vyraznou chut a vini. Produkuje je vice nez 17 500 druhd rostlin, z nichZ asi jenom
300 se komer¢né vyuziva. Slouceniny obsaZené v esencidlnich olejich jsou syntetizovany
Vv cytoplazmé a plastidech rostlinnych bunék. Jsou produkovany a skladovany ve slozitych
sekre¢nich strukturach, jako jsou zlazy, sekre¢ni dutiny a pryskyfi¢né kanaly, dale se vyskytuji
jako kapicky v listech, stoncich, kvétech a ovocli, kiife a kofenech rostlin [3].

Esencidlni oleje jsou vonné, tékavé, hydrofobni latky. Jedna se o komplexni smés
sekundarnich metabolitt skladajici se z fenylpropeni a terpenti s nizkym bodem varu.
Podrobna analyza sloZeni tékavych sloucenin oleji se ziskava plynovou chromatografii
spojenou s hmotnostni spektrometrii. V esencialnich olejich se vyskytuji cenné latky v podobé
terpenoidu jako linalool, geraniol, borneol, mentol, thujanol, citronellol a dalsi. Dal§imi
cennymi latky jsou fenoly a aromatické aldehydy. Mezi fenoly tadime thymol, karvakrol,
eugenol, guajakol a mezi aromatické aldehydy patfi cinnamaldehyd, kumarin, phellandral. Maji
vétSinou cytotoxickou aktivitu, ktera je zpusobena ptitomnosti fenold, aldehydu a alkohold.
Je u¢inna proti nékterym lidskym nebo zvifecim patogenlim a parazitim. Vykazuji také
vysokou antimikrobialni a antioxidacni aktivitu [4].



Antimikrobidlni vlastnosti rostlin jsou ¢astecné pripisovany jejich esencidlnim olejim.
Hydrofobnost esencialnich oleji a jejich slozek je dilezitd charakteristika, diky které se
esencialni oleje mohou akumulovat v dvojvrstvé bakteridlni bunéné membrany
a mitochondrii, ¢imz se narusi struktura buniky, coz ma za nésledek jejich vyssi propustnost.
Kromé toho antimikrobialni mechanismus nékterych esencialnich oleju tkvi v naruSeni
homeostaze bunky, coz ma za nasledek inhibici rustu a uhynuti buiiky. Esencialni oleje
reprezentuji zdroj prirodnich antimikrobialnich latek, coz mtze byt vyuzito v potravinaiském
pramyslu jako biopreparaty zabranujici kazeni potravin a prodluzujici pouzitelnost produkta.
Esencialni oleje by dale mohly snizit davku chemickych konzervacnich latek a tim zmirnit
jejich vedlejsi ucinky. Fenolické slouceniny patii mezi sekundarni metabolity s nejlepsi
antimikrobialni aktivitou, které se nachazeji v esencialnich olejich [4].

Pii vyrob& potravin je vaznym problémem inhibice ristu mikroorganismii pomoci
zavedenych konzervacnich latek. Odpor spolecnosti k pouzivani synteticky piipravenych
konzervacni latek jako je kyselina benzoova, kyselina sorbova, kyselina mléénd a dalsi,
vyzaduje nalezeni alternativnich feSeni. Alternativnim feSenim miize byt vyuziti esencidlnich
olejii jako konzervacnich latek. Antimikrobidlni vlastnosti esencidlnich oleji by mohly vyfesit
i problém srostoucim poctem rezistentnich kmend mikroorganismti vac¢i stavajicim
konzerva¢nim latkam [3].

Esencialni oleje se z rostlin ziskavaji riznymi typy destilace (hydrodestilaci, parni destilaci,
suchou destilaci) nebo lisovanim rostlin za studena. Poptipad¢ je lze také izolovat fermentaci,
drcenim, extrakci nebo hydrolyzou. V zavislosti na zvolené metodé se chemické slozeni
ziskaného esencialniho oleje muze lisit [3].

Esencialni oleje se vyuZzivaji V potravinafském primyslu pro vyrobu cukrovinek, napoj,
sirupd aj. Setkavame se s nimi i V kosmetice, pii vyrobé parfému a produktti na télo, dale pak se
vyuzivaji ve farmaceutickém primyslu pro své funkéni vlastnosti a setkat se s nimi muzeme
| pfi aromaterapii [4].

Chemické slozeni esencidlnich oleji miZze byt ovlivnéno pivodem rostliny,
environmentalnimi a genetickymi faktory, druhem a poddruhem, zemépisnou lokaci, roénim
obdobim, ¢asti rostliny, ktera je zkoumana, nebo metodou, ktera byla pouzita k izolaci [4].

2.3 Charakteristika bioaktivnich latek

Mnoho aktivnich latek je izolovano z rostlin. Rostliny tyto latky syntetizuji jako ochranu proti
hmyzu, bylozravcim ¢i riznym mikroorganismim. Jsou to latky, které jsou zodpovédné
zaaroma (terpenoidy), za rostlinny pigment (chinony a taniny) a za chut’ (terpenoidni
kapsaicin) [5].

Rostliny jsou nepfetrzité¢ v kontaktu s riznymi mikroorganismy véetné bakterii, hub a virg.
S nékterymi z nich ziji rostliny ve vzajemné symbiodze, jedna se o rhizobie, rhizobakterie
a plisiiové interakce. Rhizobie jsou bakterie, které fixuji vzdusny dusik v kofenovém systému.
Rhizobakterie jsou schopny regulovat choroby rostlin zpisobené ptidnimi patogeny. Mnoho
mikroorganismi ale nemd pozitivni vliv pro vyvoj, reprodukci a produkcei rostlin. Jedna se
0 patogeny, proti kterym maji rostliny vrozenou imunitu, jez zahrnuje nekolik obrannych
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mechanisml. Nékteré z téchto obrannych funkci jsou jiz pfedem vytvoreny jako soucast
rostlinnych pletiv. Jednd se o fytoanticipiny, které piedstavuji zakladni chemickou bariéru
proti mikrobialnim utokim. Fytoalexiny jsou aktivovany po rozpoznani patogennich
mikroorganismi, zahrnuji posileni bunééné stény, biosyntézu lytickych enzymi a produkci
sekundarnich metaboliti jako antimikrobialnich latek. Rozd¢leni fytoanticipint a fytoalexint
neni az tak jednoduché, protoze jedna latka mize byt jak fytoanticipin, tak i fytoalexin v téze
rostling. Existuje i moznost, kdy je tato latka v jedné rostliné oznaCovana jako fytoanticipin
a v druhé jako fytoalexin [6].

Mnoho rostlinnych  sekundarnich  metaboliti ma razné biologické Gc¢inky
slouceniny produkované rostlinou pro jeji rist a spravné fungovani metabolismu. Sekundéarni
metabolity, které jsou rostlinou vytvafeny jako produkty primarniho metabolismu, slouZzi
jako ochrana rostliny proti mikroorganismiim, hmyzu a bylozravciim. Sekundarni metabolity
jsou aktivnéjsi proti grampozitivnim bakteriim a vétSinou neaktivni proti gramnegativnim
bakteriim [7].

Bioaktivni slozky v aromatickych rostlindich maji obecné schopnost chranit télo
pted poskozenim zpiisobenym oxidativnim stresem vyvolanym volnymi radikaly zhaSenim
singletového kysliku a indukci cytochromu nebo jinych enzymii. Navic mohou inhibovat
oxidacni Zluknuti, u néckterych produkt zpomalit vyvoj nezadouci chuti a pfispivaji
ke zpomaleni mikrobialniho rdstu v potravinach [4].

2.3.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou latky, které maji hydroxylovou skupinu vazanou na benzenovy kruh
(Obrdzek 1) a jsou zodpoveédné za vini a chut prakticky vSech potravin a rostlin. Jsou to latky
S vyznamnymi antimikrobidlnimi a antioxida¢nimi vlastnostmi, které¢ slouzi také jako obranné
latky rostlin. Jako vonné latky se uplatiiuji jednoduché fenoly, vznikajici jako degradacni
produkty fenolovych kyselin. Latky zodpovédné za chut’ jsou jednoduché fenoly a polyfenoly
jako napf. tfisloviny, flavonoidy, flavony, chinony, lignany a dalsi latky [8].

Jedny z nejjednodussich aktivnich latek se skladaji z jediného substituovaného fenolového
kruhu. Mezi tyto latky fadime kyselinu skoficovou, kofeinovou, ktera je u¢inna proti virtim,
bakteriim a houbam. Dalsi slou¢eniny mohou byt vicendsobné substituované a hydroxylované.
Stupenn hydroxylace souvisi s toxicitou sekundarniho metabolitu. Cim vice je struktura

4

metabolitu oxidovana, tim u¢innéjsi je jako inhibiéni latka [5].

OH

Obrazek 1: Zakladni struktura fenolickych latek [9].
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Flavonoidy, flavony

Flavonoidy jsou fenolické struktury, které se hojné vyskytuji ve fotosyntetickych bunkach.
Obvykle se vyskytuji v mnoha jedlych ¢astech rostlin, jako jsou ovoce, zelenina, ofechy
ucinky. Jsou syntetizovany rostlinami jako reakce na mikrobidlni infekce, proto jsou
povazovany za uéinné antimikrobialni latky proti Siroké Skale mikroorganismui. Jejich aktivita
je pravdépodobné zpuisobena schopnosti vytvafet komplexy s extracelularnimi bunéénymi
sténami i rozpustnymi proteiny a s bakterialnimi buné¢nymi sténami [5], [7].

Jedna se o rostlinné fenoly odvozené od 2H-chromenu substituovaného v poloze C-2
fenylovou skupinou, neboli flavanu. Tyto fenoly maji v molekule dva benzenové kruhy spojené
tifuhlikovym fetézcem. Nékteré jsou vyznamna ptirodni barviva, zatim co jiné jsou zndmé
pro svoji hotkou a trpkou chut’ [8].

Flavony jsou fenolové struktury obsahujici jednu karbonylovou skupinu. Hydroxylaci
flavonu vznika flavonol [5].

Chinony

Chinony jsou aromatické kruhy se dvéma substitucemi ketonu. Jsou to velice reaktivni latky,
které jsou zodpovédné za typické hnédnuti u krajeného nebo poskozeného ovoce a zeleniny.
Dale jsou to také meziprodukty v syntéze melaninu v lidské kzi. Chinonova antimikrobialni
aktivita pochazi z jejich schopnosti poskytnout volné radikaly. Chinony nevratné reaguji
s nukleofilnimi aminokyselinami v proteinech, coz vétSinou vede k inaktivaci proteinu
a ke ztraté jeho funkce [5].

Chinony tvofi ireverzibilni komplexy s aminokyselinami v proteinech, a tim je deaktivuji.
Tyto vlastnosti chinonli jim umoziuji reagovat s povrchovymi adhezemi, polypeptidy
V bunécné sténé a membranovymi enzymy [10].

Tiisloviny

Jedna se o polymerni fenolické latky, které délime na hydrolyzovatelné a kondenzované.
Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou zaloZeny na kyselin€ galové, obvykle jako vicenasobné estery
s D-glukosou. Kondenzované tiisloviny jsou odvozeny od flavonoidnich monomert.
Ttisloviny se mohou tvofit kondenzaci derivatu flavanu ¢i polymeraci chinonovych jednotek

[5].

2.3.2 Terpeny, terpenoidy

Obecna struktura terpenti (Obrazek 2) je CxHy, Casto se vyskytuji jako monoterpeny, diterpeny,
triterpeny, tetraterpeny a dal$i. Slouceniny obsahujici dalsi prvky, obvykle kyslik, se nazyvaji
terpenoidy. Terpenoidy jsou syntetizovany z acetatovych jednotek, obsahuji rozsahlé vétveni
a jsou cyklizovany. Terpeny a terpenoidy jsou aktivni proti bakteriim, houbam a virdm [5].

K biosyntéze terpeni dochazi prostiednictvi dvou riznych biologickych drah [7]:
e Draha kyseliny mevalonové produkuje seskviterpeny, steroly a ubichinony.
e Methyl-erythritol fosfatova draha vytvaii vétsinu syntetizovanych slou¢eniny jako
hemiterpeny, monoterpeny, diterpeny.
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Obrazek 2: Zikladni struktura terpenu [11].

Linalool

Jedna se o monoterpenoid slozeny z okta-1,6-dienu substituovaného methylovymi skupinami
v poloze 3 a 7 a hydroxy-skupinou v pozici 3, neboli 3,7-dimethylokta-1,6-dien-3-ol. Byl
izolovan z rostliny Ocimum canum (bazalka prava), setkame se s nim i v levanduli a medunice.
Pusobi jako rostlinny metabolit, t€kava olejova slozka, antimikrobialni latka a vuné [12].

Linalyl acetat

Linalyl acetat neboli 3,7-dimethylokta-1,6-dien-3-ylacetat je monoterpenoid. Jedna se
0 acetatovy ester linaloolu. Tvofi hlavni slozku esencialnich oleju z levandule a bergamotu
(Citrus bergamia). Linalyl acetat je aromaticka slozka pfirozené se vyskytujici i v mnoha
dal$ich rostlinach [13].

Citral

Citral, neboli geranial, je monoterpenoid, ktery se sklada z okta-2,6-dienalu substituovaného
methylovymi skupinami v polohach 3 a 7. Jedna se o 3,7-dimethylokta-2,6-dienal vyskytujici
se jako c¢ira zluta kapalina S citronovym aroma, ktera ma mensi hustotu nez voda.
Je nerozpustny ve vod¢. Pouziva se pti vyrob¢ dalSich chemikalii. Jako rostlinny metabolit se
nachazi v medunce [14].

Citronellal

Citronellal, neboli 3,7-dimethylokt-6-enal, je monoterpenoid. Jedna se o hlavni slozku
citronelového oleje, kterd ma vyraznou citronovou viini. Nachazi se v bylinkéch a kofeni. Jako
rostlinny metabolit se nachazi v rostliné Eucalyptus citriodora (Korymbie citronikova)
a v medunce. Vyuziva se jako G¢inné antimykotikum [15].

Borneol
Borneol, neboli (1R,4R)-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, je bile zbarvena hrudkovita
pevna latka. Ma charakteristické ostré aroma podobné kafru. Je mirné hustS$i neZz voda,

nerozpustny ve vodé a snadno hofi. Pouziva se k vyrobé parfémt. Vyskytuje se v echinacee
[16].

Bornyl acetdt

Bornyl acetat, neboli 1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-yl acetat, je bezbarva az nazloutla
kapalina s vini jehli¢i. Neni rozpustny ve vodé¢, ale je rozpustny ve vétSiné pevnych
a mineralnich olejt. Jako rostlinny metabolit se také nachazi v echinacee. Vyuziva se pfi vyrobé
parfémovanych mydel nebo osvézovact vzduchu [17].

Germacrene D
Germacrene D se pouziva jako potravinaiska pfidatna latka ve formé kotfeni, vytazki, barviv
a prichuti. Jako rostlinny metabolit ho taktéz najdeme v echinacee [18].
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2.3.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou velka a strukturdlné rtznoroda skupina sekundarnich metabolita, které maji
mikrobialni, rostlinny nebo zivocisny puvod. Jsou piitomny v riznych castech rostlin,
ale najdeme i slouceniny, které se nachazeji pouze v konkrétni Casti rostliny. Alkaloidy jsou
heterocyklické struktury obsahujici jeden nebo vice atomt dusiku. Jsou klasifikovany
na zaklad¢ své chemické struktury nebo ptirodniho piivodu. Jsou znamy v tradi¢ni i moderni
medicing, n€které jsou uzivany jako rekreacni nebo zneuzivajici drogy, jako je kofein, kokain
a nikotin. N¢které alkaloidy jsou vysoce toxické, coz vede k ¢astym otravam [10].

Tyto metabolické slouéeniny se rozliSuji do tii skupin [7].
e Pravé alkaloidy — obsahuji dusik v heterocyklickém kruhu, jsou bazické (napft.
nikotin).
e Pseudoalkaloidy — nejsou odvozeny od aminokyselin, jsou bazické (napf. kofein).
e Protoalkaloidy — derivaty aminokyselin, ale dusik neni v heterocyklickém kruhu,
jsou bazické (napft. alkaloidy odvozené od fenylethylaminu).

2.4 Vybrané prirodni extrakty

2.4.1 Levandulovy extrakt

Levandulovy extrakt se vyrabi z krytosemenné dvoud€lozné rostliny levandule lékaiské
(Lavandula angustifolia). Tato rostlina se fadi do fadu hluchavkotvaré a ¢eledi hluchavkovité.
Je bohata na silice, kumariny, flavonoidy, kyselinu rozmarynovou, tfisloviny a terpeny
jako linalool a linalyl acetat. Hojné se péstuje na jihovychodé Francie v Provence, kde se ji dafi.
Extrakt z této rostliny mizeme ziskat bud’ extrakci, nebo lisovanim za studena. Levandulovy
extrakt ma fadu vyuziti od pouziti v potravinafstvi, az ke kosmetice a 1é¢b¢ riznych bolesti
¢i uzkosti. V potravinaistvi se vyuziva jako ochucovadlo pii vyrob& sladkosti a sirupu, jeji
kvéty se pfidavaji do dzemil a pii vyrobé levandulového octa. Déle se vyuZiva suseny kvét
levandule jako soucast provensalského kofeni ¢i pii kofenéni masa. Levandulovy extrakt je
ucinny proti bolestem hlavy, Uzkostem a proti hmyzu, dale pfi Unavé, podradzdénosti
a pfi koznich problémech. V kosmetice se levandulovy extrakt vyuziva pfi tvorbé vonnych
esenci (parfémy, toaletni vody a dalsi), popfipadé se vyuziva proti mastné akndzni pleti
[19], [20].

2.4.2 Medunikovy extrakt

Medunkovy extrakt se vyrabi z krytosemenné dvoudélozné rostliny medunky 1ékatské (Melissa
officinalis). Tato rostlina se fadi do fadu hluchavkotvaré a ¢eledi hluchavkovité. V medufice
jsou hojné zastoupeny terpenové silice (citral, citronellal, linalool) a dale tfisloviny, hoi¢iny,
kyselina kavova, flavonoidy a dalsi latky. Velmi dobfte se ji dafi na plném slunci ¢i v polostinu
a je Casto pcstovana na polich ve stiedni Evropé. Meduiika je bylinou, kterd je vyuZivana
V potravinarstvi, kosmetice 1 pro potieby farmaceutického primyslu. V potravinaiském
primyslu slouzi meduiikovy extrakt jako kofeni jak na maso, tak do salath nebo jako
dochucovadlo do hoicice a omacek. Z extraktu se da vyrobit i sirup a ruzné likéry. Diky
typickému citronovému aroma se medunikovy extrakt vyuziva iv kosmetice a parfumerii.
Medunka plsobi kladné na lidsky organismus, dokaze ho uklidnit, ti§i zachvaty kasle a ma
vyborné zklidiujici ucinky [21], [22].
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2.4.3 Echinaceovy extrakt

Extrakt zechinacey se vyrabi zkrytosemenné dvoudélozné rostliny tfapatky nachové
(Echinacea purpurea). Tato rostlina se fadi do fadu hvézdnicotvaré a ¢eledi hvézdnicovité.
V echinacee jsou zastoupeny fenolové slouceniny odvozené od kyseliny kofeinové,
polysacharidy, nenasycené alifatické slozky (alkylamidy, echinocein, izobutylamidy) a silice
(borneol, bornyl acetat, germacrene D). Echinacea neboli slune¢ny klobouk, byla tradi¢ni
1é¢ivou rostlinou severoamerickych Indiant. Tato rostlina pochéazi z plani Severni Ameriky
a dnes je jiz hojné rozsifena na vychod¢ Afriky a v Evropé¢. Indidni zZvykali kofen této rostliny,
protoze V ném je obsazeno nejvice aktivnich latek, které pomahaji zvySovat imunitu, podporuji
¢innost bilych krvinek a ucinkuji proti zanétim dychacich ¢i mocovych cest nebo proti
zalude¢nim potizim. Echinacea se da vyuzit nejen vniting, ale 1 vné, a to jako u¢inny pomocnik
pti boji s ekzémy, lupénkou ¢i akné. Tato bylina se nejéastéji vyuziva ve formé tinktury,
mizeme se s ni setkat v podob¢ piimési riznych ¢aju a sirupt [23], [24].

2.5 Extrakéni metody vhodné pro ziskavani extrakta z rostlinnych
materiala

Extrakce je definovana jako separace jedné nebo nékolika slozek obsazenych v pevné matrici

solubilizaci v tekuting. Extrakce rostlin je proces, jehoz cilem je extrahovat urcité slozky

ptitomné v rostlinach. Rostlina je uvedena do kontaktu s rozpoustédlem. Pozadované rostlinné

slozky jsou poté obsazeny v rozpoustédle, které se poté odstrani, aby se izoloval rostlinny

extrakt [25].

Pti extrakci hraje dilezitou roli rozpoustédlo. Pti vybéru rozpoustédla by mélo byt zvazeno
nckolik parametrt, jako jsou selektivita, rozpustnost, ndklady a bezpe¢nost. Rozpoustédla
s blizkou hodnotou polarity solutu budou pro extrakci vhodnéj$i. Naopak rozpoustédla
s vzdalengjsi hodnotou polarity solutu budou méné vhodna. Alkoholy jsou univerzalni
rozpoustédla pii extrakci pro fytochemické zkoumani [26].

Obecny postup extrakce muze byt upraven péti riiznymi zplsoby, jako jsou macerace, odvar
nebo reflux, traveni, influze a vyluhovani nebo perkolace. Macerace probihad pti pokojové
teploté, kdy se casti rostlin pfeliji studenou vodou a nechaji se macerovat. Pfi odvaru
nebo refluxu se ¢asti rostlin extrahuji do rozpoustédla, které je postupné zahiaté na bod varu.
Pfi traveni jsou ¢asti rostlin extrahovany do rozpoustédla o teploté vyssi nez pokojove, ale nizsi
neZ je teplota bodu varu. Pfi influzi se ¢asti rostlin pfeliji vroucim rozpoustédlem, které se poté
ochladi [25].

Extrakce dle Soxhleta spojuje vyhody refluxni extrakce a perlokace. Vyuziva principu
relfuxu a sifonu pro kontinudlni extrakci byliny Cerstvym rozpoustédlem. Je to metoda
s vysokou ucinnosti extrakce, kterd vyZaduje men$i mnoZstvi rozpoustédla a krat§i dobu
extrakce [26].

Dalsi metody pro zisk extraktd zrostlin jsou tlakova kapalinova extrakce, extrakce
superkritickou tekutinou, ultrazvukova extrakce, mikrovinnad extrakce, extrakce pulznim
elektrickym polem, extrakce pomoci enzymu, hydrodestilace a destilace parou [26].
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Extrakéni metody se daji kombinovat s dalSimi procesy jako destilace, rektifikace. Déle se
Casto vyuziva pouziti raznych rozpoustédel bud’ postupné, nebo v kombinaci. Na kvalitu
rostlinného extraktu ma vliv nékolik faktord, jako je napfiklad volba vhodného rozpoustédla,
zafizeni nebo samotné rostliny. Rostlina je ovlivnéna klimatickymi podminkami, péstitelskymi
postupy nebo mistem pivodu. Je ticba pamatovat, Zze stejny postup extrakce nevede vzdy
ke stejnému produktu [25].

2.6 Vyuziti prirodnich extrakti v potravinarstvi

Mnoho potravinaiskych produkti rychle podléhda zkazeni, a vyzaduje tak ochranu
pted znehodnocenim béhem jejich piipravy, skladovani, distribuce a nasledné¢ konzumace.
Potravinaiské vyrobky mohou byt kontaminovany bakteriemi a houbami, které mohou zpusobit
nezadouci reakce zhorsSujici chut’, viini, barvu a texturni vlastnosti potravin, a v neposledni fadé
mohou zpusobit rtiznd onemocnéni. Aby se zabranilo témto nezadoucim reakcim, byla
V potravinarském pramyslu zavedena fada konzervaénich technik, jako je tepelné zpracovani,
soleni, okyseleni nebo suSeni. V poslednich letech se diky obavam spotiebiteli kvili
pritomnosti syntetickych chemickych pfisad v potravinach staly populdrnimi potraviny
konzervované piirodnimi piisadami. Pro inhibici rGstu neZadoucich mikroorganismu
v potraviné mohou byt antimikrobialni latky pfidavany piimo do formulace produktu,
nebo mohou byt zaclenény do obalového materialu, dale mohou byt potraviny potazeny
antimikrobialni latkou na povrchu. Hlavnimi pfirodnimi slou¢eninami S zddoucimi u¢inky jsou
rostlinné éterické oleje, enzymy ziskané ze zivociSnych zdroji (lysozym, laktoferrin),
bakteriociny z mikrobialnich zdroju (nisin, natamycin), organické kyseliny (kyselina sorbova,
propionova, citronova) a ptirozené se vyskytujici polymery (chitosan). Antimikrobialni aktivita
rostlinnych éterickych olejli je zplisobena jejich chemickou strukturou, zejména piitomnosti
hydrofilnich funkénich skupin, konkrétné hydroxylové skupiny fenolickych sloucenin [27].

Pouziti antimikrobidlnich latek v potravinarském priimyslu je novou technologii pro zvyseni
trvanlivosti, kvality a bezpecnosti potravin. Antimikrobidlni latky mohou byt pfirodni
a syntetické. PrestoZe syntetické konzervacni latky jsou schvéleny vladnimi agenturami, jejich
pouziti je spotiebiteli ¢asto odmitano. Proto pifirodni antimikrobialni latky ziskavaji ¢im dal
vétsi oblibu pro konzervaci potravin [28].

VétSina potravin vyZaduje béhem skladovani ochranu proti mikrobidlni kontaminaci. Jelikoz
roste zdjem o co nejméné zpracované produkty, vyzkumni pracovnici hledaji mirngjsi
konzervacni techniky, aby nedochazelo k nutricnimu a senzorickému znehodnoceni a zaroven
byl produkt bezpecny. Spravnou kombinaci pfirodnich antimikrobidlnich latek je mozné
docilit inhibice mikroorganismi a prodlouzeni trvanlivosti potraviny bez ovlivnéni jejich
senzorickych a nutriénich hodnot [27].

Minimalné zpracované produkty, jako jsou ovoce a zelenina, se konzervuji ponofenim,
impregnaci, potazenim a postiikovanim aktivnimi latkami [27].

Cerstvé mlééné vyrobky jsou snadno kontaminovatelné nezadoucimi mikroorganismy.
Dochazi k vytvofeni nezddouciho vzhledu, chuti a ohroZeni bezpecnosti produktu. Pfirodni
latky samotné nebo v kombinaci s jinymi konzerva¢nimi metodami se aplikuji do mléka
nebo na syr rozprasovanim, ponoienim nebo poprasenim produktu. Antimikrobialni latky
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mohou byt naneseny na obalové materidly, které ptichdzeji do styku se syrem nebo jako soucast
balicich folii [27].

U masnych vyrobka pouziti pfirodnich antimikrobidlnich latek podporuje lepsi trvanlivost
[27].

Cerstvé ryby se diky svému biologickému sloZeni velmi rychle kazi. Hlavni pfi¢inou je
aktivita patogennich mikroorganismu, které vyvolavaji ztratu esencialnich mastnych kyselin,
vitaminu rozpustnych v tucich a snizuji funk¢nost bilkovin. OSetfeni Cerstvych ryb pfirodnimi
antimikrobidlnimi latkami je dostate¢né ucinné jako konzervaéni metoda pro tento typ
potraviny [27].

Esencialni oleje vykazujici antimikrobidlni aktivitu jsou slibnymi konzervaé¢nimi latkami.
Jejich chemickd struktura ma velky vliv na inhibici mikroorganismu. Ptitomnost hydrofilnich
funkénich skupin, jako jsou hydroxylové skupiny, zvySuje jejich ucinnost. Esencidlni oleje
z hiebicku, oregana, rozmarynu, tymianu, Salvéje obsahujici fenolové skupiny jsou v tomto
sméru povazovany za nejucinnéjsi oleje. Vykazuji vyS$i antimikrobidlni aktivitu
proti grampozitivnim bakteriim nez proti gramnegativnim bakteriim. Urcité esencialni oleje
jsou ucéinné antimikrobidlni latky, které jsou schopny prodlouzit kvalitu a trvanlivost
potravinafskych vyrobku, ale mohou vykazovat vedlejsi G¢inky. Pii vySSich koncentracich
mohou zpisobit podrazdéni sliznice, alergii nebo fototoxické reakce [28].

2.7 Vyuziti prirodnich extrakti v kosmetickych produktech

2.7.1 Kosmetické pripravky

Kosmetickym piipravkem se rozumi jakakoliv latka nebo smés urcend ke kontaktu s vnéj$imi
¢astmi lidského téla (epidermis, vlasovy systém, nehty, rty a dalsi) nebo se zuby a dutinou Ustni.
Kosmetické produkty se vyuZzivaji s cilem ¢isténi, k ochranné a zlepSeni vzhledu pokozky, dale
k parfemaci a korekci télesnych pachi [29].

Mezi kosmeticke piipravky fadime riizné myci produkty (mydla, sprchové gely, pény, oleje,
pletové vody na oblicej, pasty, atd.), krémy (na télo, na oblicej), zkraSlujici produkty (fasenky,
pudr, o¢ni stiny a linky, produkty na rty, atd.) a mnohé dals$i. Na kazdém z té€chto piipravki
musi byt viditelné vyznacené datum expirace dan¢ho produktu, Cislo Sarze, seznam pftisad,
popis a funkce produktu. Datum expirace musi byt Citelné a kosmeticky ptipravek bez této
informace neni moZzné prodat. Toto datum urcuje dobu, po kterou je mozné dany produkt
bezpeéné pouzivat. Cislo $arze slouzi predeviim pro kontrolu dané vyrobni varky. V seznamu
pfisad musi byt na prvnim misté latka, kterd je v produktu obsazena Vv nejvét§im mnoZstvi.
Dalsi latky jsou sefazeny podle klesajiciho mnoZstvi. Tomuto seznamu latek musi pfedchazet
slovo ,,Ingredients* [30].

2.7.2 Mikrobialni rizikovost kosmetickych pripravki

Kosmeticky produkt obsahuje velké mnozstvi vody, organickych a anorganickych sloucenin.
Pouzitim téchto latek se zvySuje riziko mikrobidlni kontaminace. Aby nedochézelo
ke kontaminaci, jsou kosmetické pripravky konzervovany. Nejbézné&ji je vyuzivana konzervace
za pouziti antimikrobialnich latek. Tato chemickd Ccinidla maji rizné mechanismy
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antimikrobidlniho pasobeni v zavislosti na jejich chemické strukture a reaktivité funkcni

skupiny [29].

Idealni konzervaéni systém by mél produkt chranit pfed mikrobiadlni kontaminaci, a to jak
V pivodnim uzavieném baleni az do pouziti, tak i v otevieném obalu po celou dobu
jeho pouzivani. Kuze a sliznice jsou chranény proti mikroorganismim epidermalnim
hydrolipidovym filmem, avSak jejich pfitomnost v téchto pfipravcich muze zvysit riziko
vyskytu mikrobialni infekce. K mikrobialni kontaminaci mize dojit béhem vyroby, kdy se
jedna o primarni kontaminaci. Na zacatku je dulezita i kvalitni kontrola vstupnich surovin.
K sekundarni kontaminaci dochazi v disledku pouzivani produktu spotiebitelem [29].

Mezi nejéastéji  vyskytujici se mikroorganismy Vv kosmetickych produktech patii
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Burkholderia cepacia, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter gergoviae, Enterobacter cloacae, Achromabacter xylosoxidans, Rhizobium
radiobactera, Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii, Pseudomonas putida, Enterococcus
faecium a Klebsiella pneumoniae [31], [32].

Konzervaéni latky se v kosmetice pouzivaji v nizkych koncentracich, aby se minimalizovalo
riziko toxicity pro spotiebitele. Pti téchto nizkych koncentracich mize dochazet k rezistenci
U mikroorganismi a inaktivaci konzerva¢niho ¢inidla. Obecné jsou nejodolnéjsi bakterialni
endospory, oproti tomu citlivé na konzervacni latky jsou grampozitivni bakterie. Protoze
existuje vzdjemny vztah mezi pouzitim konzerva¢nich latek a vyvojem rezistence, jsou
nezbytné alternativni formy konzervace, které jsou zalozené na nové¢ vznikajicich ptirodnich
produktech [29].

Mikrobialni kontaminace kosmetického produktu zptisobuje nezddouci zmény aromatu,
barvy, viskozity a u¢inkd produktu. Tyto zmény jsou zplsobeny produkci mikrobidlnich
metaboliti  a mikrobiologickym rozkladem ucinnych slozek produktu. VyuZzivani
konzervacnich systéma pro kosmetické produkty snizilo riziko mikrobidlni kontaminace.
Kosmetické produkty prochazi bezpecnostnimi kontrolami a v pfipadé mikrobidlni
kontaminace dochéazi k viditelnym zménam az po né¢kolika mésicich po uplynuti doby expirace
[32].

2.7.3 Konzerva¢ni latky pouZivané v kosmetice

Kosmetické piipravky jsou tvofeny latkami, které jsou snadno biologicky rozloZitelné.
Pfitomnost mnoha mikroorganismti v daném piipravku zpusobi, Ze produkt se stane
nepfijemnym a nebezpecnym pro lidsky organismus, mohou po jeho pouziti vznikat ekzémy,
zacervenald mista, podrazdéni. Konzervacni latky jsou antimikrobialni pfisady, které jsou
pfidavany do kosmetickych ptipravkl. Tyto latky inhibuji rist mikrobialnich kontaminanti
a snizuji jejich pritomnost v daném produktu. Mezi konzervacni latky vyuZzivané v kosmetice
fadime parabeny, latky uvoliiujici formaldehyd, fenoxyethanol, isothiazolinon a organické
kyseliny [33].
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Parabeny

Mezi parabeny patii methylparaben, ethylparaben, propylparaben, butylparaben
a benzylparaben (Obrazek 3). Tyto latky jsou nejCastéji pouzivané konzervacni latky
v kosmetice, jsou ucinné proti plisnim a nékterym grampozitivnim bakteriim. Tyto konzervacni
latky jsou povoleny jak pro rinse-off produkty (produkty, které se oplachuji), tak i pro leave-on
produkty (produkty, které se nechavaji na pokozce a neoplachuji se) [33].

Parabeny mohou byt v kosmetickych ptipravcich bezpecné pouzity az do vyse 25 %. Davka
parabenti typicky pouzivana v kosmetickych piipravcich se pohybuje v rozmezi 0,01-0,30 %.
Parabeny jsou nejmén¢ alergennimi konzervacnimi prostiedky na trhu, i piesto jsou spotiebiteli
Casto odmitany a tak kosmeticky praimysl hled4 dalsi alternativy. Bohuzel tyto alternativy casto
zpusobuji alergické reakce [34].

O O O
O O

Obrazek 3. Struktura methylparabenu (vlevo nahorve), ethylparabenu (uprostied
nahore), propylparabenu (vpravo nahore), butylparabenu (vievo dole) a
benzylparabenu (vpravo dole) [35].

Latky uvolitujici formaldehyd

Mezi latky uvolfiujici formaldehyd patii DMDM Hydantoin (Obrdzek 4), diazolidinyl
mocovina a imidazolidinyl moc¢ovina (Obrdzek 5). Tyto konzervaéni latky jsou velmi uc¢inné
proti bakteriim, ale skoro neti¢inné proti plisnim. Postupné se uvolnujici formaldehyd, zajistuje
mikrobialni inhibici i v nizkych koncentracich [33].

Latky uvolnujici formaldehyd jsou po parabenech nejbéznéji pouzivané konzervacni latky.
Casto se pouzivaji jako néhrada parabenti [34].

OH

N _-0
'g
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Obrdzek 4: DMDM Hydantoin [36].
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Obrazek 5: Diazolidinyl mocovina (vlevo) a imidazolidinyl mocovina (vpravo) [37].

Isothiazolinony
Mezi isothiazolinony patii smés latek methylchloroisothiazolinu a methylisothiazolinonu,

komer¢né nazyvana kathon (Obrdazek 6), kterd zajistuje kosmetickym piipravkim Sirokou
ochranu proti mikroorganismiim v celém rozsahu pH vyuzivaného v kosmetice.
Tato konzervaéni latka je vhodna pro produkty typu rinse-off. Tyto latky mohou u spotiebiteld
s citlivou pokozkou zpusobit podrazdéni kuze [33].

O 0
/EiN_CHG’ [%N—C%
Cl S

Obrazek 6: Methylchloroisothiazolin (vlevo) a methylisothiazolinon (vpravo) tvori

smés komeréné nazyvanou kathon [38], [39].

Fenoxyethanol

Mezi konzervaéni latky na bazi fenoxyethanolu (Obrdzek 7) patii optiphen, ktery je povazovan
za Setrn&jSi konzervacni latku. Tato konzervacni latka je smési fenoxyethanolu s kaprylyl
glykolem nebo kyselinou sorbovou ¢i sorbanem draselnym nebo EDTA, aby se pokrylo Sirsi
spektrum mikrobidlni inhibice. Tyto latky jsou ucinné proti bakteriim, nejlépe
proti gramnegativnim bakteriim a G¢innost téchto latek neni ovlivnéna hodnotou pH.
Koncentrace fenoxyethanolu je povolena az do 1% [33].

Ho/\/O\O

Obrazek 7: Fenoxyethanol [40].

Latky na bazi fenoxyethanolu se ¢asto kombinuji s ethylhexylglycerinem (Obradzek 8). Jedna
se 0 konzervacni a velmi uc¢innou deodoracni smés aktivnich latek. Spolehlivé inhibuje rtst
a mnoZeni bakterii zptisobujicich zédpach. Dale miiZze zvysit Gi€innost tradi¢nich konzervacnich
latek. Tato smés latek piisobi jako zvlhc¢ujici €inidlo a neovliviiuje ptirozenou floéru pokozky

[41].
OH

Obrazek 8: Ethylhexylglycerin [42].
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Organické kyseliny a jejich soli

Mezi organické kyseliny patii kyselina benzoova (benzoan sodny), kyselina sorbova (sorban
sodny, sorban draselny) a kyselina levulova (Obrdzek 9). Tyto konzervacni latky jsou Géinné
pii inhibici plisni a v kombinaci S jinymi organickymi kyselinami nebo s diazolidinyl
mocovinou je mozné rozsifit spektrum mikrobidlni inhibice. VyZaduji vodnou bazi a pH
v oblasti 2-6. 1 pfestoze jsou cCasto vyrabény synteticky, jsou povazovany za ,,piirodni
alternativy* [31].

@] T) 0]
OH 0

Obrazek 9: Kyselina benzoovd (vievo), kyselina sorbova (uprostied) a kyselina
levulova (vpravo) [43], [44], [45].

Konzervacéni latky v kosmetickych produktech uc¢inn€ inhibuji mikroorganismy na urcitou
dobu, avsak pii pouziti vysoké koncentrace mohou zplisobit riizna podrazdéni, ekzémy, alergie
a dalsi [33].

2.7.4 Ptirodni kosmetika

Ptirodni kosmetika obsahuje pouze latky vyskytujici se v ptirodé, jako jsou rostliny a mineraly
z obnovitelnych pfirodnich zdrojt. Jedna se o latky, které nejsou vyrobeny synteticky, ale jsou
ziskavany pouze z pfirodnich materiali. Pfirodni kosmetika by neméla obsahovat uméla
barviva, synteticky vyrobené latky a dalsi primyslové zpracované suroviny jako ropné prisady
[46].

Jelikoz termin ,,pfirodni kosmetika“ neni v legislativé definovan, nelze jednozna¢né uréit co
je a co neni pfirodni kosmeticky produkt. Pfirodni kosmetické produkty neznamenaji zdravé;si

wevr

Pfevazna vétSina kosmetiky neni pfirodni z toho diivodu, Ze ptiroda neni schopna vyrobit
latky feSici problémy, které méa kosmetika fesit. Existuje pouze n¢kolik ptirodnich povrchové
aktivnich Cisticich latek. Problém neni pouze u povrchové aktivnich latek, ale dale neexistuje
ptili§ mnoho pfirodnich emulgatort, pfirodnich zahust'ovadel nebo konzervacénich latek [48].

Konzervace prirodni kosmetiky

Vyrobky bez vody, které neptijdou do kontaktu s vodou, nemusi obsahovat konzervac¢ni latky,
pokud se dodrzi Cistota prostfedi a pracovnikli pti vyrobg. Jedna se naptiklad o smeési oleja,
ve kterych je velmi nizka pravdépodobnost, ze by v nich bakterie mohly ptezit bez vody.
Ale i oleje potiebuji urcitou ochranu, aby nedoslo ke ztrat¢ uc¢innych vlastnosti. Do oleju se
Casto pfidava antioxidant, ktery zabrafiuje negativnim zménam v produktu. Nejcastéji
vyuzivany antioxidant je vitamin E. Vitamin E pomaha chranit produkt z hlediska stability, ale
neni schopen inhibovat bakterie [49].

Dalsi produkty, které nevyzaduji konzervacni latky, jsou vyrobky s hodnotami pH pod 4
nebo nad 8 nebo produkty s vysokym obsahem alkoholu [49].
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Esencidlni oleje maji antimikrobidlni vlastnosti a mohou tak inhibovat dany
mikroorganismus. Bohuzel neexistuje esencialni olej, ktery by byl schopny dokonale inhibovat
vétsi skupinu mikroorganismi. Proto je lepsi pouzit kombinaci nékolika esencialnich oleju
pro rozsifeni oblasti inhibovanych mikroorganismii. Nevyhodou esencialnich oleju je
pouzivani vysokych koncentraci, aby byly povazovany za u¢inné konzervacni latky, coz vede
k ¢astym koznim alergickym reakcim [49].

Tabulka 1: Esencialni oleje a jimi inhibované mikroorganismy.

Rostlinny extrakt Aktivni latky Inhibované MO Zdroj
Levandule 1ékaiska Linalool Staphylococcus aureus [50]
(Lavandula angustifolia) Linalyl acetat Enterococcus faecalis [51]
Pseudomonas aeruginosa [52]

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Candida albicans
Aspergillus niger

Meduika l¢kaiska Citral Staphylococcus aureus [53]
(Melissa officinalis) Citronellal Bacillus subtilis [54]
Linalool Listeria monocytogenes

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Salmonela enterica
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Fusarium oxysporum albedinis
Fusarium oxysporum lini
Mucor ramannianus
Aspergillus niger

Ttapatka nachova Borneol Staphylococcus aureus [55]
(Echinacea purpurea) Bornyl acetat Bacillus subtilis [56]
Germacrene D Streptococcus pyogenes

Propionibacterium acnes
Mycobacterium smegmatis
Clostridium difficile
Escherichia coli
Hemophilus influenzae
Legionella pneumophila
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Leishmania donovani
Trypanosoma brucei
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Tabulka 1 - pokradovani: Esencidlni oleje a jimi inhibované mikroorganismy.

Escherichia coli

Rostlinny extrakt AKtivni latky Inhibované MO Zdroj
Zazvor 1ékaisky Zingiberen Staphylococcus aureus [57]
(Zingiber officinales) Bisabolen Bacillus cereus [58]
Kurkumen Pseudomonas aeruginosa
Zingiberol
Kadidlovnik pravy B-pinen Staphylococcus aureus [59]
(Boswellia sacra) a-terpinen Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Myrta B-pinen Staphylococcus aureus [59]
(Myrtus communis) Eukalyptol Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Tymian obecny Linallol Staphylococcus aureus [59]
Geranyl
(Thymus vulgaris) propionat Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Citrus limonovy a-pinen Staphylococcus aureus [50]
(Citrus limon) B-pinen Enterococcus faecalis [59]
Limonen Pseudomonas aeruginosa
Geraniol Escherichia coli
Y-terpinen Klebsiella penumoniae
Neral Candida sp.
Aspergillus niger
Tea tree a-terpinen Staphylococcus aureus [50]
(Melaleuca alternifolia) Y-terpinen Pseudomonas aeruginosa [52]
p-cymen Escherichia coli
Eukalyptol Candida albicans
a-terpineol Aspergillus niger
Skotice Cinnamaldehyd Staphylococcus aureus [52]
(Cinnamomum ceylanicum) Eugenol Pseudomonas aeruginosa [60]
Linalool Escherichia coli
B-karyofylen Candida albicans
Hefmanek pravy Chamazulen Staphylococcus aureus [52]
(Matricaria chamomilla) Bisabolol Pseudomonas aeruginosa [61]
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Ptirodni konzervacni latky pro kosmetické produkty [49]:

e Benzylalkohol je vyrabén rostlinami, ma pfijemnou viini a nachazi se v nékterych
esencidlnich olejich. U¢inny proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim,
houbam i kvasinkam.

e Kyselina dehydrooctova ma c¢inek zavisly na pH, nejlépe funguje pti pH niz$im
nez 6.

e Kyselina sorbova ziskana z rostliny jefabu ptaciho.

e Sorban draselny, pfirozené se vyskytujici v mnoha rostlinach, u¢inkuje nejlépe pii
pH pod 6. Vyuziva se v Siroké skale produkti.

e Kyselina benzoova ptirozené se vyskytujici v mnoha rostlinach.

e Glyceryl Caprylate pracuje v sirokém rozmezi pH 4 az 8.

e Spectrastat-Inolex je smés kyseliny kaprylhydroxamové, kaprylyl glykolu
a glycerolu, ktera nejlépe pusobi pii neutralnim pH. MiiZe interagovat se zbytkovym
zelezem za vzniku oranzového zbarveni produktu.

e Geogard ECT je smés benzylalkoholu, kyseliny salicylové, glukonové a sorbové.
Jedna se o Sirokospektralni konzervacéni latku.

e Geogard Ultra je ve vod¢ rozpustna Sirokospektralni latka. Je stabilni v Sirokém
rozmezi pH 3 az 7.

e Konzervacni systém glyceryl kaprylat a glyceryl undecylenat je vSestranny a G¢inny.
Muize byt zaélenén do olejové nebo vodni faze. Uginny pti pH 5,5 a nizsim.

e Naticid mé Siroké spektrum uGcinnosti, je ucinny proti grampozitivnim
I gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim v rozsahu pH 4 az 9.

e Ethyl lauroyl arginat je potravinaiské povrchové aktivni ¢inidlo s antimikrobialnimi
vlastnostmi. Je vybornym pfirodnim konzervaénim prosttedkem pro vlasové
ptipravky, protoze inhibuje Malassezia furfur, ktera je zodpovédna za lupy. Dale
inhibuje Propioninbacterium acnes, které zpusobuje akné. Nejedna se o drazdivy
ptipravek.

e Biosecur je 100% pfirodni konzervacni latka vyrobena z extraktu citrust.

2.7.5 Vyuziti antimikrobidlnich G¢inki prirodnich extrakti

Kosmetické pripravky s antimikrobialnimi ucinky jsou ptipravky, které poskytuji spotiebiteli
ochranu antimikrobialnimi slou¢eninami. Kosmetické produkty, jako jsou ustni vody,
dezinfekéni produkty na ktizi nebo antibakterialni mydla, prokazaly tyto ucinky [29].

V soucasné dob& v Evropé je hranice mezi 1éCivymi produkty a kosmetickymi produkty
s antimikrobialnimi G¢inky jasné stanovena Nafizenim Evropského parlamentu a Rady
¢. 1223/2009. Ale i presto je Casto jediny rozdil mezi témito produkty pouze v koncentraci
aktivni slozky v produktu [29], [32].

Kiize chranici télo pred vnéjSim prostiedim je nejveétsi organ naSeho téla. Pomaha regulovat
teplotu a rovnovahu tekutin, vytvaii ochranou bariéru proti Skodlivym mikroblim, chemikaliim
a poskytuje urcitou ochranu pfed slune¢nim zafenim. Nejsvrchnéjsi vrstvou kize je stratum
corneum, jedna se o selektivné propustnou, heterogenni vrstvu pokozky. Tato vrstva pokozky
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chrani pred vysychanim dalsich vrstev kiize, a zadrzuje tak dostatek vody, aby mohla fungovat
[62].

Termin ,,pfirodni* je definovan jako surovina, ktera je produkovana ptirodou nebo se
nachazi v pfirod¢ a je piimo extrahovana zrostlin nebo zivocisnych produkti. Zdroje
pfirodnich surovin mohou zahrnovat byliny, ovoce, kvétiny, listy, mineraly, vodu a dalsi
suroviny. Piirodni suroviny pro 1é¢ebné i kosmetické ucely byly vyuzivany uz pied mnoha lety,
dokud se nezacaly objevovat syntetické latky s podobnymi vlastnostmi. V dnesni dobé se
zacina opét priklanét k ptirodnim latkam, i pfestoze prirodni produkty jsou komplexni smési
mnoha chemickych sloucenin, které¢ mohou drazdit vic nez syntetické latky. Bioaktivni vytazky
obsahuji velké mnozstvi vitamint, antioxidantd, éterickych oleja, proteind a dalSich, které
mohou byt piinosné pro zajiSténi zivin pro zdravou pokozku. Dalsi divod piiklanéni se
K pfirodnim latkam je ¢im dal vy$si mikrobialni rezistence proti konvenénim antimikrobialnim
latkdm. Ochranné metabolismy rostlin VvV podobé fenolickych sloucenin, které reaguji
s bunéénou membranou nebo bunéénou sténou mikroorganismu vedou ke zméné propustnosti
membrany. Zména propustnosti membrany ndsledné mize vést az k destrukei buiiky. Fenolické
slou¢eniny by mohly jako pfirodni antimikrobidlni latky inhibovat riist patogennich
mikroorganismd, a tim zlepsit skladovatelnost riznych produktt [62].

2.8 Metody vhodné pro stanoveni antimikrobialni aktivity

2.8.1 Diskova difuzni metoda

Testovani antimikrobidlni aktivity pomoci diskové difuzni metody na agaru bylo poprvé
pouzito v roce 1940. V soucasné dobé se jedna o oficialni metodu, ktera je pouzivana v mnoha
klinickych mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani antimikrobialni aktivity [63].

Pfi tomto testovani antimikrobialni aktivity se agarové plotny naoCkuji pfipravenou suspenzi
se zvolenym mikroorganismem. Poté se na agarovou plotnu nanesou sterilni disky z filtracniho
papiru (o priméru 6 mm), které obsahuji testovanou latku o urcité koncentraci (nejcastéji
rostlinny vytazek, étericky olej, drogy a dalsi). Pocet diskl je rtizny, nejcastéji vsak 4 nebo 6
diskli na jednu Petriho misku, z toho vZdy jeden disk jako tzv. kontrolni. Petriho misky
s naockovanymi agarovymi plotnami se inkubuji za vhodnych podminek. Béhem inkubace
antimikrobidlni latka difunduje do agaru a postupné inhibuje rist testovaného mikroorganismu.
Béhem inkubace se zaznamendvd primér inhibi¢nich ristovych zoén. JelikoZ inhibice
bakterialniho ristu neznamena bakterialni smrt, tato metoda nemtize rozliSit baktericidni
a bakteriostatické ucinky. Dale tato metoda neni vhodna pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace, jelikoZ nelze urcit pifesné mnoZstvi antimikrobidlniho ¢inidla rozptyleného
do agarového média. Tato metoda je velice jednoducha s nizkymi naklady. Dale pomoci této
metody lze urcit antimikrobidlni aktivitu pro obrovsky pocet antimikrobidlnich latek
v kombinaci s riznymi mikroorganismy [63].

Diskova difuzni metoda je zaloZena na stanoveni inhibi¢ni zony, ktera je umérna citlivosti
mikroorganisml na antimikrobidlni latku pfitomnou na disku. Primér inhibi¢ni zoény kolem
antimikrobidlniho disku souvisi s minimalni inhibi¢ni koncentraci pro konkrétni bakterii
a zvolenou koncentraci antimikrobialni latky. Obecné plati, Ze ¢im vétsi je inhibicni zona,
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tim niz8i je pozadovana koncentrace antimikrobidlnich latek pro inhibici riistu mikroorganismt
[64].

2.8.2 Jamkova difuzni metoda

Pro hodnoceni antimikrobidlni aktivity rostlinnych extraktd se ¢asto pouziva jamkova difuzni
metoda. Tato metoda je velmi podobné diskové difuzni metod€. Na cely povrch piipravené
agarové plotny se nanese suspenze s testovanym mikroorganismem. Do agarové plotny se
pomoci sterilniho korkového vrtaku vytvoti jamky. Nejcastéji 4 nebo 6 jamek na jednu Petriho
misku. Do vytvofenych jamek se napipetuje zvoleny objem rostlinného extraktu
nebo antimikrobialni latky v poZzadované koncentraci. Agarové plotny jsou inkubovany za
vhodnych podminek v zavislosti na testovacim mikroorganismu. Béhem inkubace
antimikrobidlni latka difunduje v agarovém médiu a inhibuje rist testovaného mikrobidlniho
kmene [63].

2.8.3 Antimikrobialni gradientni metoda (E-test)

Pro stanoveni antimikrobidlni rezistence se vyuzivad metody exponencidlniho gradientu. Jedna
se o kvantitativni metodu, kterd kombinuje princip diluéni metody a difizni metody
pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace. E-test byl vyvinut K zajisténi piimé
kvantifikace antimikrobialni citlivosti mikroorganismu [65].[65]

Tento test je zalozen na moznosti vytvoreni koncentraéniho gradientu antimikrobialniho
¢inidla testovaného na agarovém médiu. Jedna se o plastovy prouzek, ktery na jedné strané
obsahuje zvySujici se koncentracni gradient antimikrobidlniho ¢inidla. Tato strana prouzku je
poté poloZzena na agarové médium inokulované testovanym mikroorganismem. Na druhé strané
je kontinudlni stupnice fedéni. Minimalni inhibi¢ni koncentrace je stanovena na pruseciku
prouzku a inhibi¢ni zony. E-test se vyuziva pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
antibiotik, antimykotik. Tato metoda je snadna, ale pomérné nakladna [63].

2.8.4 Tenkovrstva chromatografie — bioautografie

Tato technika kombinuje tenkovrstvou chromatografii s biologickymi i chemickymi
detek¢nimi metodami. Tato metoda je vhodna pro organické a rostlinné extrakty a jejich
antibakterialni a antimykotické Uc€inky. Pro stanoveni antimikrobidlnich sloucenin existuji tii
techniky [63].

e Diflize na agaru — nepfima bioautografie
e Piima4 bioautografie
e Biologicky test na agaru (Agar overlay bioassay)

2.8.5 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody jsou nejvhodnéjsi pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace, protoze
nabizeji mozZnost odhadnout koncentraci testované¢ho antimikrobidlniho ¢inidla, pomoci
zfedéni agaru nebo zivného média (makrodiluce nebo mikrodiluce). Zaznamenand hodnota

MIC je definovana jako nejnizSi koncentrace testovaného antimikrobialniho ¢inidla, které
inhibuje viditelny rust testovaného mikroorganismu [63].

e Bujonova dilu¢ni metoda
e Agarova dilu¢ni metoda
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2.9 Charakteristika pouzitych mikroorganismii

2.9.1 Escherichia coli

Echerichia coli (Obrdzek 10) tadime do celedi Enterobacteriaceae, ktera patii do domény
Bacteria. Je to mezofilni bakterie, jejiz optimalni teplota je kolem 37°C. Jeji bunécna sténa se
nebarvi podle Grama, je oznacovana jako gramnegativni. Ma ty¢inkovity tvar, pohybuje se
pomoci bi¢iku a na jejim povrchu se nachazi mnoho fimbrii. Upfednostiiuje prostredi
bez piitomnosti kysliku, ale pfesto ji nevadi ani pfitomnost kysliku, je to tedy fakultativné
anaerobni bakterie. Escherichia coli je modelovym mikroorganismem, na kterém jsou
pozorovany nejriznéjsi biochemické, genetické i fyziologické studie. Je ptirozené ptitomna
V lidském travicim traktu, diky tomu se miize vyskytovat jako kontaminant v potravinach, které
ptichazi do kontaktu s hnojenou pidou. V potravinach zkvasuje laktosu ale i dal$i cukry
(glukosu, nékteré pentosy a alkoholické cukry) na kyselinu mlécnou, kyselinu octovou, CO>
a Ha, popt. kyselinu pyrohroznovou a kyselinu mravenéi (¢ast je rozkladana na CO2 a Hy).
Ptitomnost tohoto mikroorganismu v potravinach slouzi k hodnoceni hygienickych parametra.
U ¢loveéka mohou nékteré kmeny zpusobovat stievni onemocnéni [66], [67].

Obrazek 10: Escherichia coli [68].

2.9.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus (Obrdzek 11) tadime do celedi Bacillaceae, ktera patii do domény Bacteria.
Jednad se o fakultativné anaerobni grampozitivni bakterie ve tvaru tyCinek, které mohou
rozkladat rizné organické slouceniny. Maji specifické pozadavky na teplotu kolem 37°C, jsou
oznacovany jako tzv. mezofilni bakterie. Patii do skupiny sporotvornych bakterii, to jsou
bakterie, které tvofi spory. Spory jsou klidova stddia bunék, kterd slouzi k preziti
I V nepfiznivych podminkach. Bacillus cereus je bakterie bézné se vyskytujici v pudé
a vegetaci, muize byt pfitomna 1 v potravinach. Pfitomnosti tohoto mikroorganismu
Vv potravinach obsahujicich skrob dochézi k produkei toxint, které mohou vést k prijmovym
onemocnénim ¢i nevolnosti. Rozlisujeme dva druhy toxind, které je schopna tato bakterie
vyprodukovat. Jedna se o enterotoxin a emeticky toxin. Enterotoxin je sloZen z vazebné slozky
a dvou hemolytickych slozek oznacenych HBL a ve vétSin€ ptipadii zplsobuje prijmové
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onemocnéni. Emeticky toxin je syntetizovan v kontaminovaném potravinaiském produktu
(nejCastéji se jedna o ryzi, téstoviny, mlécné vyrobky), kde mikroorganismus roste.
Po konzumaci kontaminovaného produktu zptisobuje nevolnost a vyvolava syndrom zvraceni
[67], [69].

Obrdazek 11: Bacillus cereus [70].

2.9.3 Candida glabrata

Candida glabrata (Obrdzek 12) tadime do ¢eledi Saccharomycetaceae, ktera patii do fiSe
Fungi. Diive byl tento mikroorganismus zafazen do rodu Torulopsis, kvili nedostate¢né
produkci pseudohyf. Pozdéji pak bylo stanoveno, Ze schopnost produkovat pseudohyfy neni
spolehlivym rozliSovacim faktorem a Torulopsis glabrata byla zatazena do rodu Candida.
Jedna se o kvasinku, ktera existuje jako mala blastokonidie. To je spora, kterd vznikd pucenim
a vytvaii hladké, krémové kolonie. Je patogenem za vSech podminek, mezi biochemické reakce
charakteristické pro Candida glabrata patii fermentace a asimilace pouze glukosy a trehalosy.
Druhy Candida jsou vSudypfitomné v organismu, nejéastéji je pfitomny druh C. albicans
a hned potom C. glabrata a C. tropicalis. Nejcastéji se vyskytuji v duting Gstni, v pohlavnich
organech a krevnim fecisti. C. glabrata ma zvysenou odolnost proti antimykotikim a patii mezi
tzv. nozokomidlni mikroorganismy. Zpusobuje vnitini ¢i vn&j$i onemocnéni spojena
s hospitalizaci v nemocnici. C. glabrata nebyla zatim pozorovana v potravinach, vyjma
potravin, u kterych probiha proces fermentace [71].
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Obrazek 12: Candida glabrata zobrazena pod mikroskopem [72].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Seznam pouzitych pomiicek, pristroji a chemikalii
3.1.1 Seznam pouzitych pomiicek a pristroji

Laboratorni vahy-KERN, EMB, spol. s. r. 0., Kyjon

Autoklav-Vaposteri BMT, Brno
Biologicky inkubator P100-U, Biotech Praha

Drobné laboratorni sklo a pomucky: kahan, mikropipety, sklenéné pipety, Petriho misky,
korkovrt, ockovaci klicka, Erlenmeyerovy barnky, zkumavky a;.

3.1.2 Seznam pouzitych chemikalii
Destilovana voda (VWR)

Ethanol 96% (VWR)

3.2 Analyzované vzorky

Obrazek 13: Analyzované vzorky (zleva — echinacea se zazvorem, echinaceové

bylinneé kapky, medunka citronelova indicka slice, levandulova silice FRANCE,
laboratorné pripraveny extrakt z korene echinacey 20%, laboratorné pripraveny extrakt

Z kvétu echinacey 20%, laboratorné pripraveny extrakt z kvétu echinacey 40%).

V experimentalni ¢asti prace byly analyzovany modelové vzorky extrakti z kvétu a kotfene
echinacey (Echinacea purpurea). Pro srovnani byly vybrany a analyzovany komeréné ziskané
vzorky — extrakty (silice) echinacey, levandule a medunky (viz dale).

3.2.1 Extrakty z echinacey

Extrakt z kvétu echinacey 40% — laboratorné piipraveny extrakt
Hnéda ¢ira kapalina s charakteristickym aroma.

Macerace kvétu 1:10 probihala 6 hodin v 40% roztoku ethanolu.
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Extrakt z kvétu echinacey 20% — laboratorné piipraveny extrakt
Hnéda ¢ird kapalina s charakteristickym aroma.

Macerace kvétu 1:10 probihala 6 hodin v 20% roztoku ethanolu.

Extrakt z kofene echinacey 20% — laboratorné p¥ipraveny extrakt
Svétle hnéda ¢ira kapalina s charakteristickym aroma.

Macerace kofenu 1:10 probihala 24 hodin v 20% roztoku ethanolu.

Echinaceové bylinné kapky
Hnéda ¢ira kapalina s charakteristickym aroma.

Kapky byly pofizené u firmy AROMATICA CZ s.r.0., Masarykovo nam. 101/3, Slapanice,
CR. Po otevieni byly skladovany v lednici pi 5°C.

SloZeni: pitna voda, ethanol, echinacea purpurea.
Vyrobek obsahuje minimalné 40 obj. % alkoholu.

Echinacea se zazvorem
Hnéda cira kapalina s charakteristickym aroma.

Kapky byly pofizené u firmy AROMATICA CZ s.r.0., Masarykovo nam. 101/3, Slapanice,
CR. Po otevieni byly skladovany v lednici pti 5°C.

Slozeni: lihovy extrakt echinacea purpurea, extrakt zazvoru lékaiského, emulgator E433.
Vyrobek obsahuje minimaln¢ 40 obj. % alkoholu.

3.2.2 Levandulova silice FRANCE (Lavandula Hybrida Abrial Herb Oil)
Svétle zluta Cira kapalina s charakteristickym aroma.

e Teplota vzplanuti 66 °C.
e Hustota 0,89 g.cm™ pii 20 °C.

Silice byla pofizena u firmy PhDr. LCubica Beldsova, Kounice 449, CR. Po otevieni byla
skladovana v lednici pii 5°C.

Seznam alergennich sloZek
e Limonene (1,0 %)
e Linalool (37,0 %)

3.2.3 Meduiika citronelova indicka silice (Cymbopogon Winterianus Oil)
Bezbarva az 7luta Cird kapalina s charakteristickym zédpachem.

e Teplota vzplanuti 68 °C.
e Hustota 0,888 g.cm™ pfi 20 °C.

Silice byla pofizena u firmy PhDr. Cubica Belasové, Svaty Stépan 139, Brumov-Bylnice, CR.
Po otevieni byla skladovéna v lednici pii 5°C.
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Seznam alergennich sloZek
e Citral (2,0 %)
e Citronellol (11,0 %)
e Eugenol (1,0 %)
e Geraniol (22,0 %)
e Limonene (4,0 %)
e Linalool (1,0 %)

3.3 Seznam pouzitych mikroorganismi

Mikroorganismy pochazely z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng. Bacillus cereus a Candida
glabrata byly uchovavany v termostatu pii teploté 25°C. Escherichia coli byla uchovavana
v lednici pii 5°C. Kultivace vSech tfi mikroorganismt probihala na Sikmém agaru v uzaviené
zkumavce Vv termostatu pii teploté 25°C.

3.4 Kaultiva¢ni média a jejich priprava
Veskera pouzivana média byla pfipravena podle navodu (viz dale). Jejich sterilace probihala
v autoklavu pfi teploté 121,1°C a tlaku 101,3 kPa po dobu 30 minut.

3.4.1 Nutrient Agar No. 2 (masopeptonovy agar - MPA)
Nutrient Agar No. 2 se skladd z masového peptonu 10,0 g.I"%, hovéziho extraktu 10,0 g.I?%,
chloridu sodného 5,0 g.I"t a agaru 15,0 g.I'"%.

Ptiprava: Do Erlenmeyerovy bariky bylo navazeno 8,0 g piipravku a bylo ptidano 200 ml
destilované¢ vody. Roztok byl zahfivin do tUplného rozpusténi a poté byl sterilizovan
v autoklavu pfi teploté 121°C.

Toto kultivaéni médium bylo pouzito pro bakterie Bacillus cereus a Escherichia coli.

3.4.2 Malt Extract Agar Base (sladinovy agar)
Malt Extract Agar Base obsahuje sladovy extrakt 30,0 g.I"t, mykologicky pepton 5,0 g.I"t a agar
15,0 g.I'%.

Ptiprava: Do Erlenmeyerovy baiiky bylo navdzeno 10,0 g ptipravku a bylo ptidano 200 ml
destilované vody. Roztok byl ponechan 15 minut v klidu, aby nabobtnal a poté byl sterilizovan
v autoklavu pfi teploté 121°C.

Toto kultivaéni médium bylo pouzito pro kvasinku Candida glabrata.

3.4.3 Masopeptonovy bujon
Bujon obsahuje pepton z Zivo&isnych tkani 10,0 g.I", hovézi extrakt 10,0 g.I"" a chlorid sodny
5,0 g.I"%.

Ptiprava: Do bariky bylo navazeno 25,0 g ptipravku a bylo pfidano 1000 ml destilované
vody. Roztok byl zahfivan do tplného rozpusténi a poté byl sterilizovan v autoklavu pii teploté
121°C.

3.4.4 Sladinovy bujon
Sladinovy bujon obsahuje sladinovy extrakt 13,0 g.I"%, Zelatinovy pepton 5,5 g.I'* a kvasinkovy
extrakt 0,5 g.I"t.
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Ptiprava: Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 19,2 g ptipravku a bylo pfiddno 1000 ml
destilované¢ vody. Roztok byl zahiivan do Uplného rozpusSténi a poté byl sterilizovan
Vv autoklavu pfi teploté 121°C.

3.5 Oc¢kovani a kultivace mikroorganismu

Jednotlivé mikroorganismy na Sikmém agaru byly nejprve preockovany do tekutého Zivného
média - bujonu. Po kultivaci (25 °C, 24 hod.) byly odpipetovany 2 ml do 150 ml
vysterilizovaného agaru, ochlazeného na 4245 °C. Takto piipravené zaoCkované médium bylo
rozlévano na plastové Petriho misky. Tyto byly po ztuhnuti pouzity na stanoveni
antimikrobidlni aktivity.

3.6 Stanoveni antimikrobialni aktivity
K ovéfeni antimikrobidlni aktivity vybranych vzorkd byly pouzity a porovnany diskova
a jamkova diftizni metoda.

3.6.1 Jamkova difuzni metoda

Do ztuhlého agaru byly pomoci korkovrtu udéldny 4 jamky. Do tii jamek bylo napipetovano
100 pl zvoleného extraktu. Do posledni jamky bylo napipetovano 100 ul destilované vody
nebo ethanolu. Petriho misky byly ulozeny do termostatu ke kultivaci pfi 25 °C a pozorovany
v ¢asovych intervalech. Bacillus cereus po 48 hodinach a Escherichia coli a Candida glabrata
po tydnu. Pii pozorovani byly zaznamenavany inhibi¢ni zony. Pomoci pravitka byl zméfen
primér inhibi¢ni zony S pfesnosti na 1 mm.
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Nutrient Agar No.2
nebo
Sladinovy agar

\

Escherichia coli na $ikmém Escherichia coli v bujonu Nut_:rient Agar No.2 s 2ml
agaru Nutrient Agar No.2 nebo bujonu s Escherchia coli
nebo Bacillus cereus v bujonu _ nebo
Bacillus cereus na sikmém nebo NUt_flellt AgarNo.2 s 2ml
agaru Nutrient Agar No.2 Candida glabrata ve sladiné bujonu s Bacillus cereus
nebo nebo
Candida glabrata na Sladinovy agar s 2 ml

gikmém sladinovém agaru bujonu s Candida glabrata

\

=

Piipravena Petriho miska
pro davkovani extraktu

Obrazek 14: Schéma pripravy Petriho misek pro jamkovou difiizni metodu.

3.6.2 Diskova difuzni metoda

V tomto piipadé byly pfipraveny obvyklym zptisobem Petriho misky s pfislusnym agarem;
po ztuhnuti bylo do kazdé Petriho misky napipetovano 0,1 ml naockovaného bujonu, ktery byl
pomoci hokejky rozetien. Takto pfipravené agary byly ponechany hodinu v klidu
pfi laboratorni teploté. Poté byla do Petriho misek s Escherichia coli nalita tenka vrstvicka
agaru, ktera prekryla agar s inokulem. Nésledné¢ byly na ztuhly agar ozehnutou pinzetou
nandseny disky z filtraéniho papiru o priméru 6 mm. Na tii disky byla pomoci mikropipety
kapnuta mala kapicka zvoleného extraktu a na posledni disk destilovand voda nebo ethanol.
Petriho misky byly ulozeny do termostatu ke kultivaci pfi 25 °C a pozorovany v ¢asovych
intervalech. Bacillus cereus po 48 hodinach a Escherichia coli a Candida glabrata po tydnu.
Pii pozorovani byly zaznamenavany inhibicni zony. Pomoci pravitka byl zméten primér
inhibi¢ni zény S presnosti na 1 mm.
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Nutrient Agar No.2
nebo
Sladinovy agar
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U-C

—p- -
g Nutrient Agar No.2 s 0,1 ml
o o ) bujonu s Escherichia coli
Escherichia coli na §ikmém Escherichia coli v bujonu nebo
agaru Nutrient Agar No.2 nebo Nutrient Agar No.2 s 0,1 ml
nebo Bacillus cereus v bujonu bujonu s Bacillus cereus
Bacillus cereus na sikmém nebo nebo
agaru Nu‘?fie%t Agar No.2 Candida glabrata ve sladné Sladinovy agar s 0.1 ml
nebo : . .
Candida glabrata na bujonu s Candida glabrata
sikmém sladinovém agaru ‘

<>
—

Piipravena Petriho miska
pro davkovani extraktu

Obrazek 15: Schéma pripravy Petriho misek pro diskovou difuzni metodu.

3.7 Statistické vyhodnoceni vysledkii méreni

Kazdé¢ méfeni (pro kazdy mikroorganismus) bylo provedeno dvakrat (paralelné¢ 2 Petriho
misky). Vysledky byly zpracovany pomoci programu MS Excel a jsou vyjadieny ve tvaru

prumér + SD.
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4 VYSLEDKY
Cilem této bakalafské prace bylo stanoveni antimikrobialni aktivity modelovych vzorki
extraktt Z echinacey a komer¢nich extraktti echinacey, medunky a levandule.

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byly aplikovany a néasledné porovnany dvé klasické,
V praxi Casto pouzivané metody - difuzni jamkova metoda a diskova metoda (viz kap. 3.7).
Princip obou metod spociva v jednoduchém méieni praméru inhibi¢nich zén vzniklych
v disledku potlaceni rustu testovacich mikroorganismiti na agarovém mediu. Jako testovaci
mikroorganismy byly pouzity bakterie Bacillus cereus a Escherichia coli a kvasinka Candida
glabrata, okamzité dostupné v mikrobiologické laboratoti na UCHPBT.

Antimikrobidlni aktivita proti Bacillus cereus byla stanovena po 48 hodinach, proti
Escherichia coli a Candida glabrata po tydnu. Velikost inhibi¢ni zoény byla méfena pomoci
pravitka (s pfesnosti na 1 mm).

4.1 Antimikrobialni aktivita laboratorné pripraveného extraktu z kvétu
echinacey 40%
Rozvrzeni experimentu je uvedeno na Obrdzku 16.

Echinaceovy extrakt
kvét 40% nefedeny

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata
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Echinaceovy extrakt
kvét 40% nefedeny

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata

/N /N /N

Obrdazek 16: Stanoveni antimikrobialni aktivity laboratorné pripraveného extraktu
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Z kvétu echinacey 40 % jamkovou a diskovou difuzni metodou.

V piipadé jamkové difizni metody byly piipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tii jamek bylo napipetovano 100 ul nefedéného extraktu z kvétu echinacey 40%.
Do posledni jamky bylo napipetovano 100 pl 40% ethanolu.
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V piipadé diskové diftizni metody byly ptipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tfi disky byla ty¢inkou nanesena kapka nefedéného extraktu z kvétu echinacey 40%.
Na posledni disk byla nanesena kapka 40% ethanolu.

Tento extrakt nevykazoval inhibi¢ni G¢innost vici Zadnému z vybranych mikroorganismti,
coz je patrné i z ukazky na Obrdazku 17.

Obrdzek 17: Ucinek neiedéného laboratorné pripraveného extraktu z kvétu

echinacey 40% na Escherichia coli jamkovou a diskovou difizni metodou se slepym
J Py
vzorkem vlevo dole.

37



4.2 Antimikrobialni aktivita laboratorné pripraveného extraktu z kvétu
echinacey 20%
Rozvrzeni experimentu je uvedeno na Obrdzku 18.

Echinaceovy extrakt
kvét 20% netedény

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata

ANVA VAN

U &S S

Echinaceovy extrakt
kvét 20% nefedény

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata
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Obrazek 18: Stanoveni antimikrobialni aktivity laboratorné pripraveného extraktu
Z kvétu echinacey 20% jamkovou a diskovou difiizni metodou.
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V ptipadé¢ jamkové difuzni metody byly pfipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tfi jamek bylo napipetovano 100 pl nefedéného extraktu z kvétu echinacey 20%.
Do posledni jamky bylo napipetovano 100 pl 20% ethanolu.

V piipadé diskové difuzni metody byly pfipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tfi disky byla ty¢inkou nanesena kapka nefedéného extraktu z kvétu echinacey 20%.
Na posledni disk byla nanesena kapka 20% ethanolu.

Tento extrakt nevykazoval inhibi¢ni u¢innost vic¢i Zadnému z vybranych mikroorganismi,
coz je patrné i z ukdzky na Obrdazku 19.
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Obrdzek 19: Ucinek neiedéného laboratorné pripraveného extraktu z kvétu
echinacey 20% na Bacillus cereus jamkovou a diskovou difizni metodou se slepym
vzorkem vlevo dole.

4.3 Antimikrobialni aktivita laboratorné pripraveného extraktu z korene

echinacey 20%

RozvrZeni experimentu je uvedeno na Obrdazku 20.
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Obrazek 20: Stanoveni antimikrobidlni aktivity laboratorné pripraveného extraktu

Z korene echinacey 20% jamkovou a diskovou difiizni metodou.
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V piipadé jamkové difizni metody byly ptipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tii jamek bylo napipetovano 100 pl nefedéného extraktu z kotene echinacey 20%.
Do posledni jamky bylo napipetovano 100 pl 20% ethanolu.

V ptipad¢ diskové diftizni metody byly piipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tii disky byla ty¢inkou nanesena kapka nefedéného extraktu z kotene echinacey
20%. Na posledni disk byla nanesena kapka 20% ethanolu

Tento extrakt nevykazoval inhibi¢ni G¢innost vii¢i zadnému z vybranych mikroorganismi,
coz je patrné i z ukazky na Obrdazku 21.

Obrdzek 21: Ucinek nefedéného laboratorné pripraveného extraktu z korene
echinacey 20% na Escherichia coli jamkovou a diskovou difuzni metodou se slepym
vzorkem vilevo dole.
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4.4 Antimikrobialni aktivita echinaceovych bylinnych kapek
Rozvrzeni experimentu je uvedeno na Obrdzku 22.
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Obrazek 22: Stanoveni antimikrobidalni aktivity echinaceovych bylinnych kapek

Jjamkovou a diskovou difuzni metodou.
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V ptipadé¢ jamkové difuzni metody byly pfipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tii jamek bylo napipetovano 100 pl nefedénych echinaceovych bylinnych kapek.
Do posledni jamky bylo napipetovano 100 pl 40% ethanolu.

V piipadé diskové difizni metody byly ptipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tfi disky byla ty¢inkou nanesena kapka nefedénych echinaceovych bylinnych kapek.
Na posledni disk byla nanesena kapka 40% ethanolu.

Tento extrakt nevykazoval inhibi¢ni G¢innost Vici zadnému z vybranych mikroorganismii,
coZ je patrné 1 z ukazky na Obrazku 23.
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Obrazek 23: Ucinek neredénych echinaceovych bylinnych kapek na Bacillus cereus

jamkovou a diskovou difuzni metodou se slepym vzorkem vievo dole.

4.5 Antimikrobialni aktivita extraktu echinacey se zazvorem
Rozvrzeni experimentu je uvedeno na Obrazku 24.
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Obrdzek 24: Stanoveni antimikrobialni aktivity extraktu echinacey se zazvorem
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jamkovou a diskovou difiizni metodou.
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V piipadé jamkové difizni metody byly ptipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tii jamek bylo napipetovano 100 pl nefedéného extraktu echinacey se zazvorem.
Do posledni jamky bylo napipetovano 100 pl 40% ethanolu.

V ptipad¢ diskové diftizni metody byly piipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tfi disky byla tyCinkou nanesena kapka nefedéného extraktu echinacey se zazvorem.
Na posledni disk byla nanesena kapka 40% ethanolu.

Tento extrakt nevykazoval inhibi¢ni G¢innost vii¢i zadnému z vybranych mikroorganismi,
coz je patrné i z ukazky na Obrdzku 25.

Obrdazek 25: Ucinek neredéného extraktu echinacey se zdazvorem na Escherichia coli

jamkovou a diskovou difuzni metodou se slepym vzorkem vievo dole.
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4.6 Antimikrobialni aktivita levandulové silice
Rozvrzeni experimentu je uvedeno na Obrdazku 26.
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Obrdzek 26: Stanoveni antimikrobidlni aktivity levandulové silice jamkovou
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a diskovou difuzni metodou.

V piipadé¢ jamkové difuzni metody byly ptipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tfi z nich bylo napipetovano 100 pl nefedéné levandulové silice. Do posledni jamky
bylo napipetovano 100 pl vysterilizované vody. Pro kazdy mikroorganismus byly pfipraveny
dv¢ Petriho misky s agarem. Namétené pruméry inhibi¢nich zon jsou uvedeny v Tabulce 2.

V ptipad¢ diskové diftizni metody byly pifipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tfi z nich byla ty¢inkou nanesena kapka nefedéné levandulové silice. Na posledni
disk byla nanesena kapka sterilni vody. Pro kazdy mikroorganismus byly pfipraveny dvé
Petriho misky s agarem. Namétené pruméry inhibi¢nich zon jsou uvedeny v Tabulce 3.

Z vysledkt v Tabulkdach 2 a 3 a ukazky na Obrazku 27 je patrné, Ze levandulova silice
vykazovala inhibi¢ni u¢innost vici sledovanym mikroorganismam.

V piipad¢ Escherichia coli a Candida glabrata u jamkové difizni metody jsme pozorovali
uplné usmrceni mikroorganismu, kdy nebyl ani po tydnu patrny jeho rist. Na obrazku
(Obrazek 27) pozorujeme lepsi rust mikroorganismu v piipadé diskové diftizni metody. To je
zpiisobeno mnozstvim naneseného extraktu. V pfipadé jamkové difizni metody se do jamky
pipetovalo 100 ul extraktu a v ptipadé diskové difizni metody se na disk nanasela kapka
extraktu o objemu ptiblizné 30 pl, coz odpovida mensimu mnozstvi extraktu, tudiz i lepSimu
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rust mikroorganismll. Z vysledku stanoveni antimikrobidlni aktivity mlzeme fict, ze
levandulova silice je velmi G¢inna proti Escherichia coli, Bacillus cereus a Candida glabrata.

Tabulka 2: Antimikrobidalni aktivita (prumér inhibi¢nich zén v mm) neredéné levandulové
silice FRANCE (jamkovad difuzni metoda).

Levandulova silice FRANCE
nefedéna
Escherichia coli MO nenarostl
Bacillus cereus 258+2,3
Candida glabrata MO nenarostl

Tabulka 3: Antimikrobidlni aktivita (prumér inhibi¢nich zén v mm) neredéné levandulové
silice FRANCE (diskovd difuzni metoda).

Levandulova silice FRANCE
nefedéna
Escherichia coli 302+23
Bacillus cereus 26,2 +4,8
Candida glabrata 9,7+2,5

Obrdzek 27: Ucinek neiedéné levandulové silice FRANCE na Bacillus cereus
jamkovou a diskovou difizni metodou se slepym vzorkem vlevo dole.
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4.7 Antimikrobialni aktivita meduriky citronelové indické silice
V tomto experimentu byl pouzit nefedény, 50% a 25% roztok medunky citronelové indické
silice. Na fedéni roztoku byl pouzit ethanol.

Rozvrzeni experimentu je uvedeno v Obrazku 28.

Medunkovy extrakt

nefedeény / 50% / 25%

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata

/N /N /N

e 22 &2

Medunkovy extrakt

neredény / 50% / 25%

Escherichia coli Bacillus cereus Candida glabrata

Obrazek 28: Stanoveni antimikrobidlni aktivity medunky citronelové indické silice
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L
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L
s
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Jjamkovou a diskovou difuzni metodou.

V ptipadé jamkové difuzni metody byly pfipraveny agarové plotny se 4 jamkami o velikosti
1,0 cm. Do tfi z nich bylo napipetovano 100 pl pfipraveného roztoku, do posledni jamky bylo
napipetovano 100 pl 96% ethanolu. Naméfené pruméry inhibi¢nich zon jsou uvedeny
v Tabulce 4, 5 a 6.

V piipadé diskové difuzni metody byly pfipraveny agarové plotny se 4 disky o velikosti
0,6 cm. Na tii disky byla ty€inkou nanesena kapka ptipraveného roztoku, na posledni disk byla
nanesena kapka sterilni vody. Namétené praméry inhibi¢nich zon jsou uvedeny v Tabulce 7, 8
a9.

Z vysledkt v Tabulkdch 4 - 9 a ukazek na Obrazcich 29 — 31 je patrné, Ze meduiikova silice
vykazovala inhibi¢ni u¢innost vici sledovanym mikroorganismam.

Medurika citronelova indicka silice byla zkoumana ve tfech koncentracich — netedénd, 50%
a 25%. U nefedénych extraktu (Obrdzek 29) nebyl pozorovan zadny rast mikroorganismu
ani u jedné metody. Stejné¢ tomu bylo i u 50% roztoku meduiky citronelové indické silice
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(Obrazek 30). U 25% roztoku medunky citronelové indické silice nebyl pozorovan rist
mikroorganismu pouze u jamkové difuzni metody. U diskové difuzni metody byly pozorovany
inhibi¢ni zony v Petriho misce s Candida glabrata (Obrdzek 31). Pti pouziti 25% roztoku
medunky citronelové indické silice Petriho misky s Escherichia coli a Bacillus cereus
neprokazaly zadné inhibicni zony. Miizeme fici, ze malé mnozstvi (kapka o objemu pfiblizné

30 ul) 25% roztoku medurniky citronelové indické silice nevykazuje antimikrobidlni aktivitu.

Tabulka 4. Antimikrobidlni aktivita (priumér inhibi¢nich zén v mm) neifedéné meduiky

citronelové indické silice (jamkova difuzni metoda).

Medunka citronelova indicka silice

nefedény

Escherichia coli

MO nenarostl

Bacillus cereus

MO nenarostl

Candida glabrata

MO nenarostl

Tabulka 5: Antimikrobidlni aktivita (prumér inhibi¢nich zén v mm) 50% roztoku medurnky

citronelové indické silice (jamkovad difuzni metoda).

Medunka citronelova indicka silice

50%

Escherichia coli

MO nenarostl

Bacillus cereus

MO nenarostl

Candida glabrata

MO nenarostl

Tabulka 6: Antimikrobidlni aktivita (prumér inhibi¢nich zén v mm) 25% roztoku medurnky

citronelové indické silice (jamkova difuzni metoda).

Medunka citronelova indicka silice

25%

Escherichia coli

MO nenarostl

Bacillus cereus

MO nenarostl

Candida glabrata

MO nenarostl

Tabulka 7: Antimikrobidlni aktivita (primér inhibi¢nich zén v mm) neifedéné meduiiky
Citronelové indické silice (diskova difuzni metoda).

Medunka citronelova indicka silice

nefedény

Escherichia coli

MO nenarostl

Bacillus cereus

MO nenarostl

Candida glabrata

MO nenarostl
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Tabulka 8: Antimikrobidlni aktivita (primér inhibi¢nich zén v mm) 50% roztoku meduriky
citronelové indické silice (diskova difuzni metoda).

Medurika citronelova indicka silice
50%
Escherichia coli MO nenarostl
Bacillus cereus MO nenarostl
Candida glabrata MO nenarostl

Tabulka 9: Antimikrobidlni aktivita (prumér inhibi¢nich zén v mm) 25% roztoku medurnky
citronelové indické silice (diskova difuizni metoda).

Medunka citronelova indicka silice
25%
Escherichia coli 0+0
Bacillus cereus 0+0
Candida glabrata 195+1,6

Obrdzek 29: Ucinek neiedéné meduiikové citronelové indické silice na Candida
glabrata jamkovou a diskovou difiizni metodou se slepym vzorkem vievo dole.
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Obrdzek 30: Ucinek 25% roztoku meduiiky citronelové indické silice na Bacillus
cereus jamkovou a diskovou difiizni metodou se slepym vzorkem vlevo dole.

Obrdzek 31: Ucinek 25% roztoku medurniky citronelové indické silice na Candida
glabrata jamkovou a diskovou difuzni metodou se slepym vzorkem vievo dole.
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5 DISKUZE

Antimikrobidlni aktivita laboratorné¢ pfipravenych piirodnich extrakt z kotfene a kvétu
echinacey nebyla prokazana. Tyto extrakty vykazovaly nulové inhibi¢ni zony proti vybranym
mikroorganismim. Vysledky byly stejné v ptipad¢ obou pouzitych metod. Komerc¢ni extrakty
echinaceové bylinné kapky a echinacea se zdzvorem, taktéz neprokazali zddnou antimikrobidlni
aktivitu proti vybranym mikroorganismiim.

Levandulova silice FRANCE vykazovala antimikrobialni aktivitu proti vS§em vybranym
mikroorganismum. V piipadé jamkové metody vykazovala silice nejvétsi antimikrobialni
aktivitu proti Escherichia coli a Candida glabrata. U diskové metody byly za danych podminek
pozorovany nejvéEtsi inhibi¢ni zony u Escherichia coli. Z vysledku vime, Ze pii jamkové metodé
mikroorganismy nenarostli ve dvou pfipadech, coz je zplsobeno mnozstvim pouzitého
extraktu. U jamkové metody se do jamek pipetuje 100 pl a u diskové metody se na disk nanasi
pouze jedna kapka extraktu pipetou o objemu pftiblizné 30 pl.

Antimikrobidlni aktivita medunky citronelové indické silice byla stanovena ve tfech
koncentracich. Netfedény extrakt vykazoval pfili§ velkou antimikrobidlni aktivitu a vybrané
mikroorganismy zahynuly. Srovnatelné na tom byl i 50% extrakt. 25% extrakt v ptipadé
jamkové metody zpisobil také zahynuti mikroorganismii. U diskové metody byly pozorovany
inhibi¢ni zony u kvasinky Candida glabrata o priméru 19,5 + 1,6 mm. V piipadé Escherichia
coli a Bacillus cereus nebyl pozorovan Zadny inhibi¢ni Géinek. Tudiz 25% extrakt medunky
citronelové indické silice byl net¢inny proti témto dvéma mikroorganismum.

Zvysledkll je patrné, Ze nejveétsi antimikrobidlni aktivitu proti vSem vybranym
mikroorganismiim vykazovala meduiika citronelova indicka silice. Vysokou antimikrobialni
aktivitu vykazovala 1 levandulova silice FRANCE. Laboratorné ziskané i komer¢ni extrakty
echinacey nevykazovaly Zadnou antimikrobialni aktivitu vii¢i vybranym mikroorganismtm.
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6 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo zpracovani problematiky mikrobialni rizikovosti
kosmetickych pfipravki, moznosti vyuziti antimikrobidlnich uCinkt pfirodnich extrakta
a ptirodni kosmetiky a specifika jeji konzervace.

Kosmetické 1 potravinaiské produkty jsou dobrym prostiedim pro rist a mnoZeni
mikroorganismi. Tyto produkty obsahuji ve vétSing pripadl vodu, ktera je z tohoto hlediska
mikrobiologicky rizikovou surovinou Aby nedochazelo k ristu a mnozeni mikroorganismii je
potfeba dany produkt ochranit konzervatnim zakrokem nebo pfipravkem (syntetické
konzervaéni latky, pfirodni konzervacni latky).

Spotiebitelé odmitaji pouzivani syntetickych konzervacnich latek do kosmetickych
produktt, z toho diivodu vyrobci hledaji nové zpusoby konzervace. Vyuzivaji ke konzervaci
pfirodni konzervacni latky ziskané z rostlinného materidlu. Dals$i zkoumanou moznosti je
vyuziti esencialni olejii jako konzervacnich latek. Esencidlni oleje vykazuji velmi dobrou
antimikrobidlni aktivitu proti konkrétnim mikroorganismim. Problém je, Ze dany esencidlni
olej mlze inhibovat jeden mikroorganismus ale druhy ne. Je proto potieba jako konzervacéni
systém pouzit kombinaci esencidlnich oleji. Esencialni oleje vSak zplsobuji ¢asto alergické
kozni reakce, proto je dulezité definovat bezpe¢né mnozstvi a koncentraci, ve které mohou byt
pouZzity.

V experimentalni ¢asti byla testovdna antimikrobidlni aktivita vybranych piirodnich
extraktl. Bylo vybrano dohromady 7 extraktti, z toho 4 komer¢ni (Ilevandulova silice FRANCE,
medunka citronelovd indicka silice, echinaceové bylinné kapky a extrakt echinacey se
zazvorem) a 3 vyrobené (extrakt z kvétu echinacey 40%, extrakt z kvétu echinacey 20%
aextrakt z kofene echinacey 20%). Antimikrobiadlni aktivita extrakti byla testovana
proti gramnegativni bakterii Escherichia coli, grampozitivni bakterii Bacillus cereus a kvasince
Candida glabrata.

Z porovnani inhibi¢nich zén je patrné, Ze nejvyssi antimikrobidlni aktivitu vykazovala
medurnika citronelova indicka silice, kterd obsahuje zna¢né mnozstvi geraniolu a citronellolu.
Antimikrobidlni aktivita pro nefedény extrakt byla pfili§ velka, a doslo tak k iplnému usmrceni
mikroorganismu. V piipadé 50% roztoku extraktu taktéz. Pro dal$i stanoveni antimikrobialni
aktivity byl pouzit 25% roztok extraktu, ktery v ptipadé jamkové difizni metody opét usmrtil
vSechny zkoumané mikroorganismy. U diskové difizni metody byly pozorovany inhibi¢ni zony
inhibujici kvasinku Candida glabrata. U Escherichia coli a Bacillus cereus nebyly pozorovany
inhibi¢ni zony pro 25% roztok extraktu. Medunkova citronelova indicka silice je velmi u¢innou
antimikrobidlni latkou, ktera prokazala nejvétsi inhibiéni ucinek proti Escherichia coli
a Bacillus cereus.

Vysokou antimikrobialni aktivitu prokazala i levandulova silice FRANCE, ktera obsahovala
znacné mnozstvi linaloolu. Antimikrobialni aktivita byla stanovena pouze pro nefedény extrakt.
U jamkové metody mél extrakt nejmensi inhibi¢ni zony proti Bacillus cereus. Proti Escherichia
coli a Candida glabrata prokazal extrakt vyznammné vétsi antimikrobialni aktivitu. U diskové
metody, kde bylo vyuzito mensi mnozstvi extraktu, byly pozorovany inhibi¢ni zony u vSech
mikroorganismu. Nejvétsi inhibi¢ni zony byly zméteny u Escherichia coli. Levandulova silice
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FRANCE je tc¢innou antimikrobidlni latkou, kterd prokazala nejvétsi inhibi¢ni tc¢inek proti
Escherichia coli.

Zkoumané extrakty zechinacey jak komeréni (echinaceové bylinné kapky, extrakt
echinacey se zazvorem), tak vyrobené (extrakt z kvétu echinacey 40%, extrakt z kvétu
echinacey 20% a extrakt z kotene echinacey 20%) neprokazaly zadnou antimikrobialni aktivitu
proti vybranym mikroorganismim.

Meduiika citronelova indickd silice a levandulova silice FRANCE jsou ucinnymi
antimikrobialnimi latkami, které by mohly byt vyuzity jako konzervaéni latky pro kosmetické
produkty i Vv potravinafstvi proti Escherichia coli, Bacillus cereus a Candida glabrata.
Tyto extrakty musi byt hloub&ji prozkoumany dle produktu, ve kterém budou vyuzivany.
Jelikoz se jedna o silice, je zde vysoka pravdépodobnost, ze budou tyto silice zptisobovat kozni
alergické reakce. Proto bude nutné v nésledujicich experimentech piesnéji stanovit koncentraci
a mnozstvi extraktu pro bezpe¢né pouziti v kosmetickych produktech s ohledem na jejich
predpokladanou expozici za béznych a rozumné ptedvidatelnych podminek, v souladu
s Natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) 1223/2009 v aktualnim znéni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

MIB — minimalni baktericidni koncentrace
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
MPA — masopeptonovy agar

PC — papirova chromatografie

SD — smérodatna odchylka

TLC — tenkovrstva chromatografie

UCHPBT - tistav chemie potravin a biotechnologii
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