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ABSTRAKT

Bakal&ska prace je za#tena na stanoveni antimikrobialnichinka raznych mastnych
kyselin. Teoretick&ast obsahuje strukturu a r@kehi mastnych kyselin a charakteristiky
vybranych bakterii. V experimentalaésti jsou zhodnocenyciinky mastnych kyselin na
bakterie vyhodnocenim jejictistové Kivky po dobu 18 hodin.

Kli¢ova slova: mastna kyselina, bakteriestova kKivka

ABSTRACT

The thesis is concentrated on determination ofr@atobial effects of various fatty acid.
The theoretical part includes the structure anttidigion of fatty acids and characteristic
of selected bakteria. In the experimental parteffiect of fatty acid, are evaluated by their

growing curve for 18 hours.

Keywords: fatty acid, bacteria, growing curve
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UvoD

Vztahy mezi bakteriemi alovékem jsou, z hlediskalovéka, jak pozitivni, tak negativni.
Jiz od pradavna lidé vyuzivali kvasnych pochdikterii, vyuzivali je v biotechnologii a
pramyslu, produkovali antibiotika. Na druhé sttamohou byt bakterie aZupodci
infekénich onemocni nebo mohou Zisobovat kazeni ndjzrejSich materidl.

Potraviny a kosmetické prastlky jsou bohaté na zdroje uhliku, dusiku a dalpfehki, a
proto jsou vhodnym prosdim pro mikroorganismy. Ty zde mohdistra rozmnoZovat se,
a tim zpisobovat kaZeni. Proto je pro lepSi ochranu a kvaljtrobki pred nezadoucimi
mikroorganismy snahatipavat do &chto matrici antimikrobialni latky a aditiva.

Mezi antibakterialni latky s&adi latky chemické povahy, jako jélsdusitany a gicitany,
dale kyselina sorbova, kyselina benzoova a jeji ¥osouwasnosti je snaha vyuZivat spise
antimikrobidlni latky z firodnich zdraj, mezi¢asto pouzivané Ize it mastné kyseliny

a jejich monoacylglyceroly.

Cilem bakal#ské prace je zhodnotit inhdsii vliv vybranych mastnych kyselin nést
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, jez owlzpisobovat infekci¢i zménu

kvality potravin a kosmetickych prastik.
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.  TEORETICKA CAST
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1 MASTNE KYSELINY

Lipidy jsou nesouroda skupinaimzenych latek rostlinného a zi&iéného fivodu. Jejich
charakteristickym rysem je hydrofobigzec. Slodeniny jsou ve vod nerozpustné,
nebo jen mird rozpustné, rnweme je rozpoudt v organickych rozpouddlech.

Z chemického pohledu jsou to derivaty mastnych lkys®MK) a alkohofi, nékteré vSak
mohou obsahovat i dalSi typy molekuletre zbytku kyseliny fosforéné (fosfolipidy),

cukernou slozku (glykolipidy) nebo peptidy (lipopemy). [1,2]

Mastné kyseliny jsou alifatické karboxylové kysglikteré ziskAvame hydrolyzou ligid
VétSina z nich ma neroztveny fettzec se sudym gtem atond uhliku, protoZze jsou

syntetizovany kondenzaci dvojuhlikatych jednotedty&oenzymu A. [3]

1.1 Nazvoslovi a klasifikace mastnych kyselin

VétSina MK ma trivialni nadzev (tabulka 1). Poprve yowto nazvy pouzity v dah) kdy
jes€ nebyla znama jejich struktura a byly jednodusSemgojovavany podle twodu.
Nap‘iklad kyselina palmitova, ktera je s@sti palmového oleje nebo kyselina olejova

z oleje olivoveho. [4]

Cely systematicky nazev zavisi na chemickych aHaouckych pravidlech, ukazujgsla

atomi uhliku, a pokud je to nutnéislo, pozici, typ a konfiguraci nenasyceného cerith

Symboly jako 18:2 indikuji MK s osmnacti uhliky avéina nenasycenymi centry.
Organick& chemie pouziva symboly n-6 nelff tikajici, Ze prvni nenasyceny uhlikovy
atom je na uhlikgislo 6 wetré jeho metylskupiny. Symboly jako jsou ¢ (2), t (E)aa,
jsou rekdy pouzivany pro cis a trans olefiny, etyleny a penasycené trojnou vazbou.
DalSi forma jsou zkratky, né&ilad CLA (konjugovana kyselina linolova), EPA

(eikosapentaenova kyselina) a dalsi. [4]

MK se wtSinou klasifikuji podle délky uhlovodikovéhetézce na niz§i MK, pokud maiji
do 10 uhlikovych atofy a na vyssi MK, které maji 12 a vice uhlikovycbnat. Podle
poctu dvojnych vazeb se rozliSuji na nasycené (nealjsatrettzci dvojnou vazbu) a

nenasycené (s obsahem dvojné nebo trojné vazl}y). [3
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Tabulka 1 — Rehled rkterych mastnych kyselin [4]

Trivialni nazev Symbol Nenasycenost
Nasycené MK

Kyselina laurova 12:0 -

Kyselina myristova 14:0 -

Kyselina palmitova 16:0 -

Kyselina stearova 18:0 -

Monoenové MK

Kyselina olejova 18:1 9c

Kyselina petroselova 18:1 6C

Kyselina erukova 22:1 13c

Polyenové MK

Kyselina linolova 18:2 9cl2c

Kyselina linoleovad) 18:3 (n-3) 9cl2cl5c
Kyselina linoleovar) 18:3 (n-6) 6cl2cl15c
Kyselina arachidonova 20:4 (n-6) 5c8cllcldc
Kyselina eikosapentaenova  20:5 (n-3) 5c8cllcl4clic
Kyselina dokosahexaenova 22:6 (n-3) 4c7¢10c13ci6el9
Kyselina eleostearova 18:3 9c11t13t
Kyselina ricinolejova 18:1 12-OH 9c

1.1.1 Kyselina kaprylova

Kyselina kaprylova, ktera se také nazyva oktanoysekna, ma sedre dlouhy mastny
fettzec (GH160,). MiaZzeme ji nalézt v kokosovém a palmovém oleji, masmlrtuku a

v lidském mléce kojici matky. O této kyselije znamo, Ze ma fungicidni, antibakteriélni a
antivirové vlastnosti. Mnozi odbornici uvgil Ze tato MK |€i kandid6zu, zfisobenou
kvasinkami roduCandida [5,6]

1.1.2 Kyselina kaprinova

Kyselina kaprinova s 10 uhliky se vykytuje spolm&selnou, kapronovou a kaprylovou

kyselinou v mésle a kozim mléce. [7]
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1.1.3 Kyselina laurovéa

Kyselina laurova méa &dre dlouhy uhlikaty rettzec a vyskytuje se ipdevSim v
kokosovém oleji, kde je asi z 50 %. &let je greménéna na monolaurin a monoglyceridove
smesi, které vykazuji antivirové, antimikrobialni atamykotické vlastnosti. Bylo zji§nho,

Ze kyselina laurova diky svym antivirovym vlastresstpisobi i proti HIV / AIDS. [8]

1.1.4 Kyselina myristova

Kyselina myristova (tetradekanova) je nasycena lkyse vyskytuje se tégi v kazde
rostlinné a Ziveisné buice. Jeji estery se vyuzivaji jako vonna aditivaotrgvingstvi a

kosmetice. [9]

1.1.5 Kyselina palmitova

Kyselina palmitova (hexadekanova), je jednou zaz§fensjSich MK v grirodk. Byva

soutasti vSech firodnich olef a tuki. Ve forme soli je obsazena v mydlech. [9]

1.1.6 Kyselina olejova

Kyselina olejova (oktadecenovd) je monoenova masgaélina. Je nutnou slozkou ligid
které vytvdeji biologické membrany, vznika proto u vSech orglawd. Bohatym zdrojem
této kyseliny jsou rostlinné oleje. Pravidelna keamace sniZuje vznik cévnich chorob, a
muze msobit preventiva proti nddorovym onemoénim. V kosmetice je vyuZivana

v Sampdnech, pro barvené a melirované viasy. [B1]0,

1.2 Vliv mastnych kyselin na nast bakterii

Mastné kyseliny a jejich estery se vyuZivaji jakmkervéni latky v mnoha potravinach a
kosmetickych fipravcich. Nevykazuji nebo maji jen mirnou toxiciMydla neboli soli
MK, byla dlouho uzivana jakéstici a dezinfeéni prostedky téngt 4 000 let. V 70. letech
minulého stoleti vyzkumy prokazaly, Ze jejictinnost je zavisla naffiomnosti lipazy, ta

uvoluje MK a monoacylglyceroly12]

MK a jejich estery maji, na rozdil od antibiotilgy nespecificky mechanismusgobeni a
zatim neni uci témto latkhm znam zadny vyvoj rezistence. Typ inletacmechanismus je
zavisly na pouzité koncentraci. Tyto latky se nemohplatnit jako univerzalni ochranny
prostedek, nebt jejich efekt neni dost Siroky, ale je mozna jejlambinace s latkami,
které potléuji rast bakterii. [13,14]
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| kdyZ antibakterialni &inky MK a jejich derivah nejsou zcela definovany, jde o naruSeni
permeability cytoplazmatické membrany a o inhitdbisorpce aminokyselin. Efekt MK
proti bakteriim je ovliviina gitomnosti Skrobu, bilkovin jako je albumin, fosfitiu a
dalSich povrchay aktivnich latek, nap cholesterolu. Aktivita riize byt dale ovlivina
teplotou varu a koncentraci. DalSi hypotéza seaddkina penetraci MK s kratkym a
stredrg dlouhym uhlovodikovymietzcem v nedisociovanych formach do bakterialni
buiky, kde zfisobuje okyselovani obsahuiity. [14,15,16]

Pti studiich MK a jejich derivdit jako antimikrobialnich latek bylo zji&to, Ze kyselina
laurovd ma z nasycenych MK néfSi inhibicni (€inky proti grampozitivnim bakteriim.
Monoenové kyseliny iy vétsSi inhibiéni (€inky nez nasycené MK, ale byly mé&acinné

nez kyseliny dienové. Nenasycené sgkniny byly roviéz mére aktivni nez dienové.
Obecr plati, Ze esterifikaci na karboxylovou skupinudiok takové slotenirg, ktera je

mére aktivni, avSak monoacylglyceroly mohou byt vyjinok$17]

MK s kratkymi fetzci maji pouze maly nebo Zadny dezirtfiek (Cinek. Také bylo
Zjisténo, Ze sodna a draselna mydla nemagtetre odlisSné dezinfeéni (inky. Bylo
zZjisténo, Ze pneumokoky jsou citlivaidi kyseling laurové, olejové, linolové a linolenove.
Pri vysSich koncentracickdhto kyselin byly usmrceny i streptokoky. Nenasycerydla a
estery kyseliny olejové, linolové a linolenové vykd inhibicni (inky vici stafylokokim,

ale ne w¢i enterobakteriim. Pneumokoky a stafylokoky jiZostou v pitomnosti malého
mnozZstvi ricinoleatu sodného. V roztokited@ném 1:1000 byly usmrceny streptokoky, ale
bakterie intestinalniho traktu byly nedené. Ukazalo se, Ze mydla obsahujici 14 &tom
uhliki jsou nejdinngjSi. Zawry fikaji, Ze inhibéni efekt nenasycenych MK Jista

S mnoZstvim dvojnych vazeb v molekule. [16]

Pfi studiich mléneho tuku bylo zji&ho, Ze ¥tSina grampozitivnich bakterii je oproti

gramnegativnim vysoce citliva Kiakim nenasycenych MK. To je dano tim, Ze
grampozitivni bakterie nemaji ve své bamé stn¢ lipopolysacharidy. AvSak existuji i

vyjimky, jako nag. Vibrio choleraea Helicobacter pylori [18]
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2 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobwiné organismy, jejich velikost se pohybujeradu tisicin
milimetru. Jsou tvieny prokaryotickou htkou, ta nema pravé jadro, kruznicova molekula
DNA je uloZena v cytosolu a nazyva se nukleoid. pdarchu buiky je buré¢na stna,
ktera buiku chrani a udrzuje jeji tvar. Zii bunéénou sénu znamena &sinou usmrtit
bakterii. Nekteré bakterie obsahuji nad Rinou stnou vrgjSi membranu tvieenou

lipopolysacharidy. Tyto se nazyvaji gramnegatiyh9,20]

Jedna z nejpouzivaiich metod pro identifikaci a charakterizaci baiktge Gramovo
barveni. Tato metodadi bakterie do dvou skupin na zakiadbZeni jejich bu&né stny.
[21]

2.1 Gramnegativni bakterie

Gramnegativni bakterie obsahuji miéoeptidoglykanu a maji sloZj§i buré¢nou stnu.
VnéjSi membrana, ktera&tu obaluje, je sloZena s lipopolysachari@lyto druhy jsou vice
nebezpé&né nez grampozitivni. Lipopolysacharidiasto misobi jako toxiny a wSi
membrana jim poskytuje ochranu. Tim byva \Wkwana i \&tSi rezistencesthto bakterii
vaci antibiotikam. Jako dalSi ochrana jim slouzi kapsula, pouzkiterym se pichycuji

k substratu, nebo se jimi vazi dohromady. Mohouaké spojovat pomoci povrchovych

vybézka, tzv. pilugi. [21]

2.1.1 Enterobacteriaceae

Zastupciceledi Enterobacteriaceagsou pohyblivé i nepohyblivé, fakultatigranaerobni i
aerobni tyinkovité nesporulujici bakterie &Sina se pohybuje pomoci peritrichalnich
bicika. Osidluji travici Gstroji lidi a zvat. Nektefi zastupci tétoceledi mohou byt i

patogenni. [22,23]

2.1.1.1 Escherichiacoli

Escherichia coli(obr. 1) je jednou z neprostudo¥é@ich bakterii, ktera se vyuziva jako
modelovy organismus v laboraich mikrobiologie. Zije ve $evech zdravych lidi a ztt.
VétSina kmef jsou nam uzitené a neSkodné, alekteré kmeny mohou byt patogenni a
zpisobovat &Zké Kece v WiSe, krvavy pijem a zvraceni. Mezi patogenni sadi
enteropatogennk. coli (EPEC), enterotoxigennk. coli (ETEC), enterohemoragické

kmeny (EHEC) a mnohé dalSi. K ndkazé&zm dojit pozitim kontaminované vody
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potravy, zvladt pak syrovou zeleninou a nedostate tepelr# zpracovanym haszim
masem. Symptomy jsou horSi @tida starSich osob a obzvk&di osob, trpicich jinou
nemaoci. [22,24,25,26]

Obrazek 1 -Escherichia col{27]

2.1.1.2 Klebsiella pneumoniae

Bakterie rodwKlebsiellajsou gibuzné rodiEnterobacter Jsou nepohyblivé &Sinou maji
polysacharidové pouzdro, deischerichiaje odliSuje jejich bily pigment. &n¢ osidluji
lidské stevo, okolni prosedi je ¢astym zdrojem infekci. Stejnjako E.coli mohou
vyvolavat m@oveé infekce, dale jsoutpodci pneumonii, sepsi, meningitidy. Klebsibely

obecr jsou priméarg rezistentni na ampicilin a n&kiera dalSi antibiotika. [22]

2.1.1.3 Enterobacter

Rod Enterobacterse vyskytuje v prosedi a také v travicim Ustroflovéka. Radi se ke
koliformnim bakteriim, flezitostt mohou zgsobit infekce moovych cest a lah

prajmy obzvIlas¢ u malych dti. [28]

2.1.1.4 Serratia marcescens

Na rozdil od pedeSlych koliformnich bakterii se spiSe vyskytujekeli steva nez
v samotném $evu. Za poslednich 30. let se stala vyznamnidtinou nozokomialnich
infekci. Serratiamuze byt rezistentni na¢ktera antibiotika. ¥tSina kme macervenou

pigmentaci, jsou to pohyblivédinky (obr. 2). [15,22]
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Obrazek 2 -Serratia marcescer{27]

2.1.1.5 Citrobacter freundii

Citrobacter freundii se vyskytuje ve forgh rovnych tyinek, bul’ samostatty nebo

v kratSichietizcich (obr. 3). Tyto bakterie jsotilpuzné salmonelam, ale na rozdil od nich
bézre osidluji stevo. Ve vysSich koncentracich mohdilgzitostré vyvolat lehké pijmy

a jsou také fwodci maovych infekci. Mohou zjsobit bakteriémie, sepse, endokarditiny,
meningitidy a mozkové abscesy. [22,29]

Obrazek 3 Citrobacter freundif27]

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa

ey

Rod tvdai aerobni tyinky (obr. 4), které jsou votnzijici, nalezneme je viygé, na pobezi
moti a na rostlinnych a ziwgsnych tkanich. Vytv Zlutozeleny fluoreskujici nebo
namodraly pigment. Vykuji toxin A, ktery zgisobuje za& mocovych cest, $edniho
ucha nebo hnisani popalenin. Zdrojem byva kontawa@ina pitna voda, klimatizace,
zvlhéovate vzduchu aj. [29,30,31,32,32]
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Obrazek 4 -Pseudomonas aeruginofga/|

2.2 Grampozitivni bakterie

Jako grampozitivni bakterie ozhgeme ty, které maji jednodussi WBanou stnu s
mohutnou vrstvou peptidoglykanu, kterou prochaliegarnitrettzce teikoovych kyselin
Bunééna stna neobsahuje lipidy, az na vyjimky, jako jsou miy&kterie, korynebakterie

nebo nokardie. Buftna séna neobsahuje ani bilkoviny. [34]

2.2.1 Bacillus

Bacillusje grampozitivni, sporulujici fakultati¢ranaerobni rod. Optimalni teplota ptstr
je 30 — 35 °C, nebyvaji &&ny pasterizaci. Mohou #gobovat pijmy, Zaludéni kiece a
zvraceni. [35,36]

2.2.1.1 Bacilluscereus

Bacillus cereuge tycinka (obr. 5), ktera roste v nepravidelnych kolohii Vyskytuje se
v prostedi, v jid¢, na rostlinach a na potravinach, které maji cafe@ivod. Zdrojem
intoxikace mohou byt prévtyto produkty nespravnskladovane, zejména ryZze. Tento
druh zpisobuje gkolik typu infekci a intoxikaci, zfisobuje septikémie, meningitidy &ro
infekce. Mezi symptomy p#t nausea, zvraceni &igni kiete, dale pijem a rektalni
tenesmus. To je Zigobeno enterotoxinem, ktery produkuji. Obvykle tgtoblémy trvaji

mére nez 24 hodin a neni nutné vyhledavat t6kau pomoc. [31,37,38]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Obrazek 5 Bacillus cereu$27]

2.2.1.2 Bacillussubtilis

Bacillus subtilis(obr. 6) je vSudyfitomnou bakterii, ktera se nachazi veqopidé a
ovzdusi, kde rozklada zbytky rostlin. Tim, Ze vytv@ndospory, dokazergrit extremni
podminky, jako je nap vysoka teplota a vysychamd. subtillisje povazovan za neSkodny
organismus, nepovaZuje se za patogennélpr@ka, zviata ani rostliny. [39]

Obrézek 6 -Bacillus subtilig27]

2.2.2 Enterococcusfaecalis

Enterococcugobr. 7) se prozere vyskytuje v tlustém sew sava@ a dalSich organech. Je
stale vice vniman jako lidsky patogen, coz je dam@gSenym narstem rezistence na
pouzivana antibiotika, ktera patlgi rist jinych bakterii. Tim se dosahlo, Eefaecalisse
stal jednim z modernich a dominantnich patdgerto hlave po I&enych nemocech jako
jsou trauma, chemoterapie a poorganové operace.dmMbou stranu se setkavame
s prodejemdchto kultur v probiotickych produktech. [38,40,41]
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Obrazek 7 -Enterococcus faecal{27]

2.2.3 Micrococcus luteus

ey

Micrococcus luteugobr. 8) je to typicky organismus Zijici v priedi. Nalezneme jej
v soli, prachu, vo#l a vzduchu. Jako oportunni patogen sé&zennachazet spolu se
stafylokoky na lidskeé &zi. [42,43]

Obrazek 8 -Micrococcus luteu$44]

2.2.4 Staphylococcus aureus

Stafylokoky jsou nesporulujici, nepohyblivé &3mou fakultativie anaerobni koky, které
netvai spory ani pouzdro (obr. 9).¢D se na koaguladza-negativni a koagulaza-pozitivni.
VétSinou vytvdi shluky, mohou se vyskytovat i v parech nebo ogdi Dolre snasi #,

coZ se vyuZziva ip selektivni izolaci, kdy se pouZivaji Zivnéidy s obsahem chloridu
sodného. [45]
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Bakterie produkuje toxiny, nejvyznajai je tvorba termostabilnich enterokihilkovinné
povahy, které zjsobuji otravy z jidla — tzv. enteroxikozy, kteréhma byt az smrtelné a
dale zmsobuje onemocimi kiZze. Nebezp# otrav je hlavi u potravin, které se tepéln
neopracovavaji. Zdrojerteto bakterie je&lovek, vyskytuje se hlavhna kizi a na nosni
sliznici a do potravin seé&Sinou dostava hnisavymi lozisky na rukou, kychamebo
kaSlanim. [22,31,37]

Obrazek 9 -Staphylococcus aure(i27]

2.3 Riust a mnozeni bakterii

Bakterie se mnozi za idealnich podminek geometni¢kdou. Populace bgk prochazi
rastovymi fazemi a i kazdém cyklu se get burgk zdvojnasobi. Nakonec vgrpaji
Ziviny nebo jsou inhibovany zplodinami svého metenou a fist se zpomali, aZz zastavi.
Jejich mnozZeni izeme vyjadit rastovou Kivkou. Ristova Kivka je charakteristicka

nékolika Useky, tzv.kstovymi fazemi. [46]

Lag-faze je faze fppravna, kdy se hiky nemnozi, fizpasobuji se novym podminkam,
ZVeétSuji se, aktivuji enzymaticky systém. Délka fagez@visla na druhu mikroorganismu,
fyziologickém stavu butk a na sloZzeni nového prosti. Faze zrychlenéhdistu znai
piizptisobeni bugk k novému prosedi, sniZuje se get odumirajicich butk a na konci
této faze maji hiky velkou intenzitu metabolismu a jsou schopny selkou rychlosti
delit. [34]
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Faze exponenciélni neboli faze logaritmickd (logeja Ri této fazi jsou podminky
optimalni pro @ist bakterii. Populace exponenciéirerista scasem, a tak se zvySuje jejich
vyskyt. [47]

Stacionarni faze je zastavettirpistku p@tu zivych burk, alecéasto gi ném dochazi jest
k pomalému rozmnoZzovani, tim se kompenzujgepodumirajicich butk. Faze poklesu,
coz je faze postupného odumirani 8ynmize trvat tydny az gsice. Nastava vznikem

zplodin metabolismu nebo ¥grpanim Zzivin. [37]
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. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL, ZA RIZENI A POM UCKY

3.1 Pouzité mikroorganismy
K testovani byly vybrany tyto kultury mikroorganigém
Grampozitivni bakterie

Bacillus cereusCCM 2010

Bacillus subtilissubsp spizizenilCCM 4062

Enterococcus faecalSCM 4224

Micrococcus luteu€CM 732

Staphylococcus auressibsp aureusCCM 3953
Gramnegativni bakterie

Citrobacter freundiCCM 7187

Escherichia colCCM 3954

Pseudomonas aerugino€€M 3955

Salmonella entericaubsp entericaser.Enteritidis CCM 4420

Serratia marcescersubspmarcescen€CM 303

3.2 Slozeni zivného média

Masopeptonoveho agar (MPA)

Slozeni:
- Pepton (HiMedia)................ 5049
- NaCl (LachNer)................... 3,09
- Masovy vytazek (HiMedia)...... 3,09
- Agar (HiMedia)................... 120g

- Destilovanavoda.................. 1000,0 ml
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Masopeptonovy bujon (MPB)

Slozeni:
- Pepton (HiMedia, Bombai, Indie) .................... 500
- NaCl (LachNer, Neratovic&R)..................... 3,0 ¢
- Masovy vytazek (HiMedia, Bombai, Indie)......... 3,09
- Destilovanavoda............cooooiiiiiiiii i 1000,0 ml

Pti vyrobé masopetonového bujénu i agaru byly vSechny kommiyneavazeny, doptmy

vodou a v pipact bujonu rozpipetovany do zkumavek po 5 ml. Nasidayly sterilovany

v autoklavu pi 121 °C po dobu 20 minut. MPA byl poté rozlit natffho misky. Misky

s MPA slouzily k uchovavani mikroorganiém

3.3 Pouzité z&izeni a pomicky

Autoklav Systec 2540 EL

Automatické mikropipety Biohit

Bakteriologické kleky

Biologicky termostat Memert INE 600

Flow Box Clean Air

Chladntka Elektrolux

Laboratorni pedvazky KERN

Laboratorni sklo (kadinky, Petriho misky, zkumavky)
Mikrotitra¢ni destéka

Mikrovinna trouba Elektrolux
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4 METODIKA PRACE

4.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni suspenze bylafipravena zagkovanim bakterii z Petriho misek. Tyto byly
otkovany do zkumavek, které obsahovaly 5 ml MPB. $ogp byla kultivovana
v termostatu po dobu 24 hodin peplot 30 °C.

4.2 Sledovani vlivu MK na rast bakterii

Rast bakterii v pitomnosti uéité koncentrace MK byl sledovanébenim Gstove Kivky
po dobu 18 hodin.

Nejprve byl gipraven roztok MPB s MK o koncentracich 25 — 150nl, jak je uvedeno

v tabulce 2.

Tabulka 2 — hodnoty pro vyrobu roztoku MPB s MK

MPB [ml] MK [p] Koncentrace MK fu/ml]
4 - 0
3,998 2 25
3,996 4 50
3,992 8 100
3,980 20 250
3,960 40 500
3,920 80 1000
3,880 120 1500

Tyto roztoky byly pipetovany v mnoZzstvi 2Q0 do jamek mikrotitrani destéky, které
byly poté zadkovany 5ul prislusné bakterialni suspenze. Na jedné mikretiiraestéce
byla sledovana dinnost jedné kyseliny natst piti bakterialnich kmein, dle vzoru

v tabulce 3:
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Tabulka 3 — Schéma z&émvani mikrotitr&ni destéky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
B 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
C 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
kontrola | Kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
D 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
E 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
F 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
G 1000 1000 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5
H 1500 1500 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
kontrola | kontrola | MO1 | MO1 | MO2 | MO2 | MO3 | MO3 | MO4 | MO4 | MO5 | MO5

Cisla v tabulce zn#& koncentraci pouzitého roztoku, vjamkéch pro koot nebyla
pipetovana suspenze bakterie. Symboly MO1 — MOSBiZnaiznych testovanych bakterii.
Bakterie byly vZzdy pipetovany 2x vedle sebe.

Na takto pipravené destce byla po dobu 18 hodintipteplog 25 °C na pistroji
Benchmark Microplate Reader (Bio-Rad}iena znéna optické denzity suspenze bln

vysledné hodnoty byly zaznamenavany softwarem Njiete Manager (Bio-Rad).

Z nantienych hodnot optické denzity byl vygtan paimer, ze kterého byla sestrojena
rastova Kivka. Zmeéna iistu bakterii v progedi mastné kyseliny byla hodnocena jako
index ristu dle Blaszyk a Holley [48]:

— (0D600 _NK) 1

IR
PK

00

kde IR je indexistu burk, ODsgo je hodnota optické denzity testované kultury v méd
s pislusnou koncentraci MK, NK je opticka denzita rtega kontroly pro gisluSnou
koncentraci MK bez buiné suspenze a PK je opticka denzita pozitivni layntr

s burg¢nou suspenzi.
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5 VYSLEDKY

5.1 Puasobeni vybranych MK na nist bunék Bacillus cereus CCM 2010

Vliv vSech testovanych MK naist bakterii byl sledovan v rozmezi koncentraci MK-2
1500 mg/l. Po 18 hodinach kultivace vykazovaly &g inhibicni (Cinky na fist
B. cereusMK C10:0 a MK C12:0. U MK C10:0 byl inhibni (¢inek znat pi koncentraci
250 mg/l a vySsi, kde indexstu klesl pod 8 % aipnejvySsi koncentraci byl nést burgk
minimalni. Velmi &inna byla také MK C12:0, kter&igouzitych koncentracich 100, 250,
1000 a 1500 mg/l Zsobila az 98% inhibici.

Obrazek 10 — Vliv testovanych MK nast burtk Bacillus cereusCCM 2010

po 18 hodinach kultivace

120
100
H kontrola
xX
s &0 H 25 mg/I
2
3 60 m 50 mg/!
x
()]
'g 40 M 100 mg/I
M 250 mg/|
20
M 500 mg/I
0 1000 mg/I
MKC8:0 MK MK MK MK MK 1500 mg/|
C10:0 C12.0 C14.0 cC16:.0 cC18:1
pouzita MK

5.2 Pisobeni vybranych MK na nist bunék Bacillus subtilis subsp
spizizenii CCM 4062

Dle grafického znazo#mi na obrazku 11 |ze Bacillus subtilispozorovat inhikini (€inek
podobny jako uB. cereustj. u MK C10:0 a MK C12:0. U MK C10:0 byl pozorovan
acinek jiz @i koncentraci 50 mg/l, kde indexistu dosahl hodnoty 24 % a se zvysujici se
koncentraci se déle snizoval. U MK C12:0 Ize intibilkinek pozorovat takéippouZziti
koncentrace 50 mgl/l, iptéto koncentraci byl indexistu roven 18 %. #® pouZité
koncentraci 250 mg/l a 500 mg/l indekstu stoupl na 33 a 42 %figemz g dalSich
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pouzitych koncentracich 1000 a 1500 mg/l nedoskde nez 6 %. B pouziti MK C14:0
byla u koncentrace 250 500 a 1000 mg/l, &jiatcca 55 % inhibiceBacillus subtilis
subsp.spizizeniiCCM 4062 byl odolny &i pisobeni mastnych kyselin s vySSim:igmn
uhlika (MK C16:0 a C18:1).

Obrazek 11 — Vliv MK natst burgk Bacillus subtilissubspspizizeniiCCM 4062
po 18 hodinach kultivace

140
120
< 100 M kontrola
< m 25 mg/l
2 80 8
3 m 50 mg/I
3 60
S W 100 mg/I
= 40
m 250 mg/I
20 m 500 mg/I
0 1000 mg/I
MK C8:0 MK MK MK MK MK 1500 mg/|
C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 Ci18:1
pouzita MK

5.3 Puasobeni vybranych MK na nist bunék Enterococcus faecalis CCM
4224

Podobr jako uB. cereusa B. subtilisbyly vici E. faecalisnej&inngjSimi MK C10:0 a
C12:0. MK C10:0 psobila inhibén¢ v koncentracich 1000 a 1500 mg/l, kdy byla
pozorovana 89% a 95% inhibicistu a MK C12:0 jiz i koncentraci od 250 mg/l a vice,
kdy byl pozorovan 16% a nizSi indexstu. Ri pfidavku MK C18:1 byl pozorovan
negativni inhibini Cinek, kdy index #istu stoupl az na 151 %.
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Obrazek 12 — Vliv MK natrst burgk Enterococcus faecali@€CM 4224 po 18
hodinach kultivace
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g 60 - I 100 mg/I
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20 m 500 mg/I
0 - = 1000 mg/!
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5.4 Puasobeni vybranych MK na nist bunék Micrococcus luteus CCM
732

Pro sledovéni d&inka MK na rist bakteriiMicrococcus luteusCCM 732 byly pouZity
stejné koncentrace mastnych kyselin jakdedphozich bakterii.

Obrazek 13 — Vliv MK natrst burgk Micrococcus luteu€CM 732 po 18
hodinach kultivace
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pouzita MK




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

U MK C10:0 dochéazelo v rozmezi koncentraci 250 80Lg/l k postupnému snizovani
indexu fistu, kde vysledny indexastu byl kolem 10 %. MK C8:0 vykazovala 79 %
inhibici pfi své nejvysSi koncentraci a to 1500 mg/l. Jakanée} Gcinna MK byla
vyhodnocena MK C18:1, tataigkoncentraci 50 mg/l zvedlaist burgk az o 56 % oproti
kontrolnimu vzorku.

5.5 Pisobeni vybranych MK na nist bunék Staphylococcus aureus
subsp.aureus CCM 3953

Na bakteriiStaphylococcus aureusibsp.aureusCCM 3953 vykazovala dobré inhépii

acinky MK C8:0 i koncentraci 1500 mg/l,ipkteré byla zji&na 77% inhibicetrstu.

Pri aplikaci kyseliny kaprinové v koncentracich 25500 mg/l natst S. aureusklesl|

index ristu na 21, 25, 5 a 1 %. MK C12:0 ovlivnikst burgk S. aureuspii koncentraci
250 mg/l, indexitstu po 18 hodinach byl vyhodnocen na hodnotu 4 %.0M4:0 a C18:1
inhibi¢ni &Cinek na stafylokoky neprokazaly.

Obrazek 14 — Vliv MK nairst burgk Staphylococcus aurewssibspaureusCCM
3953 po 18 hodinach kultivace
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5.6 Pisobeni vybranych MK na nist bunék Citrobacter freundii CCM
7187

Pri sledovani MK a jejich inhikinich Einka na bakteriiCitrobacter freudiiCMC 7187 se
jako nej&inngjSi projevila MK C16:0 g koncentracich 1000 a 1500 mg/l, kdy doslo ke
shizeni indexutstu na 8 %, respektive na 5 %. Ostatni MK nevykalowvyznamny

inhibi¢ni &inek, mnohdy spiSe podporovalist bakterii v testované kultel

Obrazek 15 — Vliv MK naitst burgk Citrobacter freudiiCCM 7187 po 18

hodinach kultivace
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5.7 Puasobeni vybranych MK na nist bunék Escherichia coli CCM 3954

U testovanych MK p koncentracich 25 — 1500 mg/l I1ze s vyjimkou MKBX1 pozorovat
nedostatény inhibicni &inek naE. coli. U MK C8:0, C12:0, C14:.0 a C18:1 hylo
pozorovano snizenistu buk ne még nez 53 %. U kyseliny palmitové se inkibi efekt
projevil pri nejvysSich testovanych koncentracich (1000 mgls80 mg/l), pi kterych
doslo k redukcittstu o 85 %, respektive o 89 %, al& pouziti koncetraci nizSich (25 a 50

mg/l) k nahstu o 34 a 41 %.
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Obrazek 16 — Vliv MK natrst burgk Escherichia coliCCM 3954 po 18 hodinach

kultivace
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5.8 Pusobeni vybranych MK na nist bunék Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955

Vuci rastu Pseudomonas aerugino$aCM 3955 byly nejdinngjSi kyselina kaprinova a
palmitova.

Obrézek 17 — Vliv MK natrst burgk Pseudomonas aerugino€CM 3955 po 18

hodinach kultivace

140
120
< 100 - H kontrola
= m 25 mg/l
2 80 8
3 m 50 mg/I
x 60 -
§ = 100 mg/I
£ 40 -
m 250 mg/I
20 1 m 500 mg/I
0 - = 1000 mg/!
MKC8:.0 MK MK MK MK MK #1500 mg/|
C10:0 C12:0 C14.0 cC16:.0 cC18:1
pouzita MK




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 34

MK C8:0 nevykazovala tési zadny antibakterialniginek, dokonce f vySSi koncentraci,
100 mg/l podporovalatst burgk v testované kulite. U MK C10:0 byl inhibini efekt
patrny @i koncentracich 100, 500 a 1500 mg/l. MK C16{3qgbila nejvice inhikiiné pri
koncentracich 100 az 1000 mg/l, kdy byl pozorovaklgs Kistu o 78 %, respektive 90 %.
Pri pouziti koncentrace 500 mg/l klesl indestu na 20 % oproti kontrole.

5.9 Pisobeni vybranych MK na nist bunék Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Ovlivnéni rastu burk bylo také sledovano pro bakteBialmonela entericaubspenterica

ser. Enteritidis CCM 4429, ktera, jak je patrnéozdaku 18, je velice odolnou bakterticv

Ucinkaim

Obrazek 18 — Vliv MK natist burgk Salmonella entericaubspentericaCCM
4420 po 18 hodinach kultivace
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X
S 100 - H 25 mg/I
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g 60 - ~  m100mg/l
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0 - 1000 mg/|
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pouzita MK

MK. Ani pii jedné testované MK o koncentracich 25 — 1500 reg/heprojevil inhikini

acinek, ktery by snizil itst testovanych bakterii o vice nez 20 %. U kysepajmitové
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bylo pozorovéano i $ nejvyssi koncentraci snizeni hustoty bakteriizeo 72 % oproti
kontrolnimu vzorku.

5.10Pasobeni vybranych MK na nist bunék Serratia marcescens subsp.
marcescens CCM 303

Posledni bakterii, u které byly testovany intildi (€inky zvolenych MK, bylaSerratia
marcescensubsp.marcescen€CM 303. \&tSi zneny indexu fistu byly patrné pouze po
aplikaci kyseliny olejové v koncentracich 1000 a0@5mg/l. Index i#stu g téchto
koncentracich dosahl 10 % respektive 19 %. MK C8:C12:0 nevykazovaly Zadny

inhibi¢ni inek a dokonce ip pouziti MK C12:0 rostla bakterie |1épe nez v kaoitim
vzorku.

Obrazek 19 — Vliv MK natrst burgk Serratia marcescersubspmarcescens
CCM 303 po 18 hodinach kultivace
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo zhodnotit inhimni (€inky riznych mastnych kyselin naist bakterii.
Bylo pouzito 5 kmefi grampozitivnich Bacillus cereusCCM 2010, Bacillus subtilis
subsp spizizeniilCCM 4062 Enterococcus faecal8CM 4224 Micrococcus luteu€CM
732 a Staphylococcus aureusubsp.aureus CCM 3953)a 5 kmeri gramnegativnich
bakterii (Citrobacter freundiiCCM 7187, Escherichia coliCCM 3954, Pseudomonas
aeruginosaCCM 3955,Salmonella entericgubsp.entericaser. Enteritidis CCM 4420 a
Serratia marcescensubsp.marcescensCCM 303). Pro testovani inhisiich efekt byly
pouzity nasledujici mastné kyseliny: kaprylovd (Mg8:0), kaprinova (MK C10:0),
laurova (MK C12:0), myristova (MK C14:0), palmitoy®1K C16:0) a kyselina olejova
(MK C18:1). Pro studietistu bakterii byly vSechny mastné kyseliny testovamgzmezi
koncentraci 25 — 1500 mg/l.

Z experimentu vyplyva, Zze grampozitivni bakteridybly Gcinkim testovanych mastnych
kyselin citlivéjSi nez bakterie gramnegativni. [34] Ty se prgatlobrg dokazaly vice

e

(25 mg/l) nefisobila inhibéné na Zadnou z testovanych bakterii.

Z testovanych grampozitivnich bakterii byl nejvioglolny vaci inhibicnimu efektu
mastnych kyselitMicrococcus luteu€CM 732, u 8hoz byla zjiStna inhibice pi pouziti
mastné kyseliny kaprinové&igkoncentraci 250 mg/l a vice, kde po 18 hodinachikace
byl inhibi¢ni &inek vyssi nez 80 %. Nejmé&rodolnym mikroorganismem byBacillus
cereusCCM 2010, u nhoz po stejné dabkultivace byl zjis¢n inhibicni efekt u kyseliny
kaprinové pi pouziti 250 mg/l a vice a u kyseliny laurovié pouziti 100 mg/l inhikini

einek z 90 % a vice.

Z testovanych gramnegativnich bakterii byla nejvaclnd wic¢i mastnym kyselinam
bakterieEscherichia coliCCM 3954 a bakteri€almonella entericaubsp.entericaser.
Enteritidis CCM 4420. N&. coli pasobila negativé kyselina stearovaipkoncentracich
1000 mg/l a 1500 mg/l,ipkterych dosSlo k 25% a 11% inhibidistu. Salmonella enterica
subspentericaser. Enteritidis CCM 4420 taktéZ nerostiagplikaci kyseliny stearoveé iip
koncentraci 1500 mg/l doSlo k inhibidistu na 28 %.

V této studii nebyly zaznamenany inkibi (€inky kyseliny kaprylové w¢i bakteriim
Bacillus cereus Enterococcus faecalisEscherichia coli Pseudomonas aerugingsa

Salmonella enterica Serattia marcescend\le z literatury plyne, Ze kyselina kaprylova
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redukovala péet bakteriiSalmonellaEnteritidisna dfibezi do jedné minuty o fadi a do
24 hodin tyto patogeny kompleétninhibovala. [49] Rsobeni kyseliny kaprylové na
enterobakterie izolované z rylEdwardsiella Yersinig studovali Kollanoor a kol. [50]
Minimalni inhibiéni koncentrace kyseliny kaprylové se d&chto patoged pohybovala
v rozmezi 7,5 — 50 mM, Inhi&ni &inky spektra mastnych kyselin byly radintestovany
na klinickych a veterinarnich izolatech baktétficherichia colia SalmonellaNa E. coli
pusobily inhibién¢ kyseliny kaprylova a kaprinova v koncentracichbdmg/ml, salmonely
byly inhibovany pouze kyselinou kaprylovou. Inkibi efekt nebyl prokdzan u ostatnich
mastnych kyselin s gem uhlikh 12 az 18, ¥vetr® nenasycenych. [51,52] a¥i
enteropatogennimu kmeiis coli pasobily v blizkosti pH 7 inhikin¢ kyseliny kaprylova a
kapronova, se snizujicim se pH byl inkitii efekt pozorovan i u kyseliny kaprinove.
U kyseliny laurové, myristové a olejové nebyly zamenany vyrazné inhimi Ucinky ani

pii nizkém pH. [53] Winky MAG C8:0 jsou rovaZ popsany V literate. Nair a kol.
zjistili, Ze monokaprylin zfisobuje v koncentracich 5450 — 10900 mg/l vyrazremukci
poctu burek streptokok a stafylokok, a to jiz po 6 hodinachugobeni. [48] Po aplikaci
kyseliny kaprinové byla pozorovana inhibice u vSgcampozitivnich bakterii.iPpouziti
koncentrace 250 mg/l vykazovala redok (€inky naBacillus cereusBacillus subtilisa
Micrococcus luteuspro redukci bakteriEnterococcus faecalia Staphylococcus aureus
byla koncentrace 1000 mg/I. Inhibimi (inky kyseliny kaprinové a laurové na patogenni
bakterii Staphylococcus aurewse zabyvali i dalSi autio [54] Jejich vysledky ukazuiji, ze
v dasledku nizSiho pH (Zsobeného pravdiky pritomnosti kyseliny) se prodluzuje doba
lag-faze. Podobi v této praci bylo zji&no, Ze pi aplikaci mastnych kyselin do bujonu
dochézi k prodlouZzeni doby lag-faze vtéto pradz.(wrilohy). Doba lag-faze se

prodluZovala se zvysujici se koncentraci testovamyastnych kyselin.

V nasi studii bylo dale zji§ho, Ze bakterieCitrobacter freundij Escherichia coli
Pseudomonas aeruginoseSerratia marcescenisou schopnytst i za gidavku kyseliny
laurové, zatimco nBacillus cereusBacillus subtilisa Enterococcus faecaligto kyselina
nenasycenych mastnych kyselin a jejich monoacy&ghié na stafylokoky a vybrané
streptokoky. [55] Streptokoky byly inhibovany kyselmi laurovou a palmitolejovou.
Mezi dalSi testované kyseliny bylaraaena kyselina myristova, ktera neprokazala dobré
inhibi¢ni &Cinky. U Bacillus cereugpiasobila giblizné 60% inhibici a uBacillus subtilis

piiblizné 55% inhibici @ pouziti koncentrace 100 mg/l a vysSi. Na bakteriicoli méla
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tato kyselina stimukmi &inek, jejiz nafist byl 0 27 % oprotéisté kultde. Podob#i dalsi
autai nepozorovali inhikini pisobeni této kyseliny. [12] Tato kyselina byla tegima po
casténé hydrolyze mléka na bakteri&, pneumoniaea E. faecalis Naproti tomu tito

autai poukazuji na to, Ze vySe ziwmvana kyselina laurovaipobi proti enterokakm.

Inhibice fistu nebyla pozorovana ani u kyseliny palmitové, péizpouziti nejvySSich
koncentracich (1000 a 1500 mg/lgla inhibiéni efekt pouze (Citrobacter freundia E.

coli a to kolem 90 %.

Kyselina olejova nezisobila redukci istu burk u testovanych mikroorganisimaz na
vyjimku, Serattia marcescenktera i vysoké koncentraci, tj. 1000 mg/I snizZila schogtno
rastu o 90 %. Kyselina olejova byla schopna inhiboxat Staphylococcus aureus
v biofilmu diky tomu, Ze se zvySujici se koncenirigseliny olejové doslo k poklesu
Zivotaschopnosti buk diky piitomnosti oxidénich latek, které {sobily toxicky naS.
aureus.[56] Inhibicni inky kyseliny olejové testovala i Dolezalova, ktepstila, ze
statisticky vyznamny uUbytek ptu bakterii byl zaznamenan pouzé gouziti 2% a 2,5%
koncentrace této kyselina na baktetiecoli, S.Typhimurium aS. aureus. P. fluorescens

byla ke kyselig olejové odolna. [57]

Inhibi¢cni (Cinky mastnych kyselin byly testovany i rdsteria monocytogenesTlato
bakterie byla inhibovana dgobenim kyseliny kaprinové, laurové a linolenové
v koncentraci 50QuM. [58] Podle Wang a Johnson [59figpbi nal. monocytogenes
inhibi¢né kyseliny laurova, linolova a linolenova v konceich 10 — 20@Qug/ml, piicemz

snizeni pH z 6 na pH 5 tentoidek jest zesili.

Rast Clostridium perfringengyl inhibovan kyselinou kaprylovou, kaprinovou, lavou,
myristovou, a olejovou, inhibice byla i#gobena poSkozenim cytoplazmatickych struktur
buiky. [52,53]

Mastné kyseliny fisobi inhibén¢ i proti bakteriim zpsobujicim sexuath prenosna
onemocgni. [60] Chlamydia trachomatisykazovala citlivost uci kyseliné kaprinové a
laurové. [61] Antibakterialni efekt byl Meisseria gonorrhoeagaznamenanipkyselin

laurové a palmitolejové. [62]

Souhrni lze tici, Ze mastné kyseliny, s vyjimkou kyselin s velknatkym fettzcem (6
uhliki a mér), vykazuji roviZz aktivitu vi¢i gramnegativnim bakteriim. Grampozitivni

bakterie jsou &¢i ptisobeni mastnych kyselin citlij§i. Z nasycenych mastnych kyselin

s v
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Zz mononenasycenych mastnych kyselina palmitolej®46:1) a z polynenasysenych
kyselina linolenova (C18:2). [60]
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ZAVER
PredloZzena prace byla z&tena na studium antimikrobialniho efektu vybranycstnych

kyselin na 10 drulnbakterii. Rist bakterii byl sledovan 18 hodirngtenim optické denzity,
z této hodnoty byl vyp#itan index fistu.

Ze ziskanych vysledkbylo mozné dinit tyto zawry:

-V laboratornim progedi nebyly prokazany vyznamné inkibi (cinky vybranych
mastnych kyselin.

- Antimikrobialni &inek prokézaly u &kterych bakterii kyseliny: kaprinova, laurova
a stearova, bylo ale nutné pouzit mastné kyseknyyéSich koncentracich

- Gramnegativni bakterie byly awi Ucinkim mastnych kyselin ododfsi nez
grampozitivni bakterie.

- NejcitlivgjSimi bakteriemi bylyBacillus cereusa Bacillus subtilis ale pouze i
pouZziti kyseliny kaprinové a kyseliny lauroveé.

- NejodolrgjSimi bakteriemi bylyEscherichia coli Salmonella enterica Serratia

marcescens.

Vybrané mastné kyseliny by se prapddob@ nemohly uplatnit jako univerzalni
antimikrobiélni latky, jelikoz Zadna z nich neprakéa inhibéni efekt u vSech

zkoumanych bakterii.
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PRILOHAP I: VLIV MASTNYCH KYSELIN NA RUST Bacillus cereus
CCM 2010
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PRILOHAP II: VLIV MASTNYCH KYSELI N NA RUST Bacillus
subtilis subsp.spizizenii CCM 4062
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PII D: Vliv kyseliny myristové naist Bacillus subtilissubspspizizeniiCCM 4062
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PRILOHAP Ill: VLIV MASTNYCH KYSELIN NA RUST Enterococcus

faecalis CCM 4224
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PRILOHAP IV: VLIVM ASTNYCH KYSELIN NA R UST Micrococcus
luteus CCM 732

PIV A: Vliv kyseliny kaprylové naist Micrococcus luteu€CM 73
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PRILOHA P V: VLIV MA STNYCH KYSELIN NA R UST Staphylococcus
aureus subsp.aureus CCM 3953
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PRILOHAP VI: VLIVM ASTNYCH KYSELIN NA R UST Citrobacter
freundii CCM 7187

PVI A: Vliv kyseliny kaprylové naist Citrobacter freundiiCCM 718°
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PVI D: Vliv kyseliny myristové naist Citrobacter freundiiCCM 718°
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——50 g/
=100 mg/|
——250 mg/|
—8—500 mg/|

0.D. {600 nm)

——1000mg/!
—— 1500mg/!

Cas th

PVI E: Vliv kyseliny palmitové naitist Citrobacter freundiiCCM 7187

—4—kanralz
=25 g/
——50 g/
——100 mg/|
——250mg/l
—8—500 ma/|
——1000mg/|

Q.0.{600nm)

——1500mg/l

—s—konrala
—=25mg/l
=50 mg/l

——100mg/l

0.D.{600 nir)

——230mg/l
—8—500mg/l
——1000 mg/

——1500 M3/

€as (h




PRILOHA P VII: VLIV MASTNYCH KYSELIN NA RUST Escherichia
coli CCM 3954

PVII A: Vliv kyseliny kaprylové naist Escherichia colCCM 3954

SR

0,500
—e—kentrola
[T —m=25mg/l
—a—50me/l
'g 0300 ——T100mgA
s
2 —+—250mg/l
g: —8—500mg/
0,200 1000 mg/|
e 1500 Mg/ |
0,100
0,000

—t—konoa
—m-25mg/l
—a—50mg/l
——100mg/l
—=250mg/l

0.0. (5000}

—8—500mg/|
——1000 mg/|
——1502 mg/|

€as fhodiny)

PVII C: Vliv kyseliny laurové nairst Escherichia coliCCM 3954

—a—konrcla
—8-25mg/|
—4=50mg/|
——13Cmg/l

——25Cmgll

0.0. (600 nm)

—e—50Cmg/l
—— 1000 3/
—1500ma/|




PVII D:

Vliv kyseliny myristové naist Escherichia collCCM 3954

0.0.{600 nrm)

0,600 T

0,500

0400

0.3nn

0,200

0.100

—+—kanrole
—-—25ma/
=50 Mg/
——100 ng/l
—— 250 mg/l
——500 mg/|

—— 1000 mg/l
——1500mg/|

Q.0. {600nm)

—a—konrola
=25 g/l
—a—50mg/l
——100mg/l
—+—250mg/l
——=500mgl
~=1000me/|

1500 Mg/l

0.D.{600 i)

—e—thonrola
== 15mg/l
——50me/l
—— 10 mg/l
——250mg/l
——500 mg/I
——102C mg/l
— 1500 mg/l




PRILOHAP VII I: VLIV MASTNYCH KYS ELIN NAR UST
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

PVIII A: Vliv kyseliny kaprylové na iist Pseudomonas aerugino€€M 395¢

0450

0300

0250 - —s—konirola
—a-25mg/l
_ 0200 =50 mg/|
E ——100mg/l
3 —+—250mg/l
= 0150
s —e—500mg/|
1000 mg/|
0.100 1302 mg/l
0050 |
oo

Cas(h)

PVIII B: Vliv kyseliny kaprinové natrst Pseudomonas aerugino€CM 395¢

0200

0180

0160

—+—konrala
0140

=25 mg/l
0120 =50 1111

B ——100mg/l
g ——250mg/l
g 0080 ——500mgl

e 1000 i/

o080 ——1500mg/

=+—=konrola
—— 25 mg/l
e 50 Mg/l
—<— 100 mg/l
——250mg/l

0.D.{630nm|

——500 g/l
= 100Umg/|
——1500me/l

Cas (h)




PVIII D: Vliv kyseliny myristové naist Pseudomonas aerugino€CM 395¢

0300
naso
——kunrola
0200 —m—-25mg/l
—A—50mg/l
£ ——100mg/l
0150
8 —m250mg/l
E.i —e—500mg/!
0,100 1000 mg/|
——1500mg/l
0050
0000

PVIII E: Vliv kyseliny palmitové nairst Pseudomonas aerugino§€CM 395¢

0200
0,180
0,160
0140 —a—lkonola
=25 mg/l
0120 ——50 mg/l
E ———100mg/l
0100
§ ——250mg/l
g oow —e—500mg/l
1000 Mg/
0060 -
1500 mg/l
0040 -
0020
naon g

Cas(h)

PVIII F: Vliv kyseliny olejové naidst Pseudomonas aerugino€CM 395¢

——konrola
~=25my/l
=—de=S0mg/|

—— 100 Mg/l
—+—150mg/l
—#—500 mg/l
1000w/l

0.0.{600 nm)

—1500mg/




PRILOHA P IX : VLIV MASTNYCH KYSE LIN NA R UST Saimonella
enterica subsp.enterica ser. Enteritidis CCM 4420

PIX A: Vliv kyseliny kaprylové natist Salmonella entericaubsp entericaser.Enteritidis
CCM 4420

0,600

0500
——konirols
0400 —m—25 g/l
——50mg/|
E =——100mg/l
& 0300
3 ——250mg/l
5 ——500ma/|
0200 ——1000mg/l
——1500mg/l
100
0000

PIX B: Vliv kyseliny kaprinové naiist Salmonella entericaubsp entericaser.Enteritidis
CCM 4420

0450
0400
0350
—+—tkoarola
0300 —=—25mg/)
—a—50mg/l
T 0250
£ —— Ul mg/l
g 250me
2 g0 50me!
g —e—500mg/l
0150 b 000 |
—— 1500 mg/l
0100
0050
0000




PIX C: Vliv kyseliny laurove
CCM 4420

naust Salmonella entericgubsp.entericaser. Enteritidis

0.450 -

0,400

0,350 —

0,300

v,250

0,200

©.D. {600 Am|

s (h)

PIX D: Vliv kyseliny myristové natrst Salmonella entericaubsp entericaser.Enteritidis

CCM 4420

20

—t—konrela
——25 mg/l
—4—50mg/|
——100mg/l
——250mgl
——500mgil
—+=1000 mg/|
— 15 mg/l

0500

0450

0400

0350

0300

0250

0.0. (600 nm)

0200 |
0150 |
0100 |
0050

nooo B

PIX E: Vliv kyseliny palmitové natist Salmonella entericaubsp entericaser.Enteritidis

CCM 4420

—a—kenrala
25 mgl
—a—50mg/|
=100
———250 Mg/
—8=500mg/l
——1000 me/|
—— 1500 mg/l

0600

0,500

0400 |

0300

0.D. {600 nm)

0200 -

0,100

——konrolz
—-—25 g/
——50mg/
—— 100 mg/1
——250mg/l
——500me/l
——1000mg/l
——1500mg/l




PIX F: Vliv kyseliny olejové naist Salmonella entericaubsp.entericaser. Enteritidis
CCM 4420

0400

0350 +

o300 ——konola
—— 25wyl
0250 .
—a—50mg/|
£ ——100 mg/|
S 0200
3 e 250 mg/|
& —— {
o 0150 - cme/
——1000 mg/|
0100 1 500 mg/|
0050




PRILOHA P X: VLIV MA STNYCH KYSELIN NA R UST Serratia
mar cescens subsp.marcescens CCM 303

PX A: Vliv kyseliny kaprylové natrst Serratia marcescersubspmarcescer CCM 303

0600
0500 -
——kontrola
0400 ——-25mg/l
—_50mgl
E o300 —— 100 mg/l
s O
] —— 250 mg/|
g —8—500 /|
U200 1000 mg/|
L5000 mg/|
0100
vy

0600

0,500 -
—+—kenrola
0100 —m—25me
= 50mg/l
H ——100mg/I
& 0300
2 ——250mg/l
g =500 mg/l
0,200 1000 mg/l
——1500mgil
0,100
0,000 5

PX C: Vliv kyseliny laurové naiist Serratia marcescersibspmarcescer CCM 303

0,601

0,500

—+—konrole
0,400 il 75 /!
=50 Mg/
E —100mg/!
S 0300 e/
E ——250 mg/l
E] —e—500mg/l
0,200 - —— 1000mgA
——1500mg/1
0,200
0,000

20

Eas (h)




PX D: Vliv kyseliny myristové natist Serratia marcescersubspmarcescer CCM 303

0,700
0600
0500 . —+—konrols
-5 my/|
5 comy
~ 040 Omg/
§ , ——100rg/|
= At
g i 250 Mg/
= 0300
g —8—500 g/l
——1000mg/l
0200 —1500me/l
0100 /k

PX E: Vliv kyseliny palmitové naiist Serratia marcescersibspmarcescer CCM 303

0,600

0500

—t—kiirala

naon —8-15my/|
" ——50mg/|
— 100 mg/l

T

£

s

g 250 Mg/l

g —8—500 g/l
——1000mg/|
e 1500

PX F: Vliv kyseliny olejové natst Serratia marcescersubspmarcescer CCM 303

0400
0350
0.300
== konrola
—a-25mg/l
0,250
=50 mg/l
E ——100mg/
s 0200 2/
=] ——230mg/l
g 0,150 oot
: ——1000 g/l
0,100 1500 m3/|
0,050




