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ABSTRAKT

chazi siroké uplatnéni v potravinafstvi jako emulgatory a aditiva.

Bakalatska prace se zabyva inhibi¢nimi U¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové
(monokaprinu) v rozmezich koncentraci 25 — 1500 mg.I™ na rist vybranych grampozitivnich
(Enterococcus, Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus) a gramnegativnich (Salmonella,
Escherichia, Citrobacter, Pseudomonas) bakterii. Grampozitivni bakterie byly viici ptisobe-
ni monokaprinu vice citlivé nez bakterie gramnegativni. Nejvice citlivou bakterii byl Micro-

coccus luteus.

Klicova slova: mastna kyselina, emulgator, aditivum, inhibice, 1-monoacylglycerol, kyselina

kaprinova, monokaprin, rist, bakterie.

ABSTRACT

Monoacylglycerols are one of the most important esters of glycerol and fatty acids, which

are in wide use as food emulsifiers and additives.

The study deals with the effects of 1-monoacylglycerolu capric acid (monocaprin) in the
range of concentrations from 25 to 1500 mg.I" on growth of selected grampozitive (Ente-
rococcus, Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus) and gramnegative (Salmonella, Escheri-
chia, Citrobacter, Pseudomonas) bactera. Grampositive bakteria were against the action of
monocaprin more sensitive than gramnegative bacteria. The most sensitive bacteria was

Micrococcus luteus.

Keywords: fatty acid, emulsifier, additive, inhibition, 1-monoacylglycerol, capric acid, mo-

nocaprin, growth, bacteria.



Podékovani, motto

Touhle cestou bych velmi rdda podékovala a vyslovila uznani vsem, kteti se podileli a po-
mahali mi pii sestavovani této prace. Mé podékovani patii piedevs§im RNDr. Leoné Burko-
vé Ph.D., vedouci mé bakalarské prace za trpélivost, odbornou pomoc, poskytnuti praktic-
kych rad a za propujéeni potiebného materialu. Dale bych také podékovala fediteli Ustavu
inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi za umoZnéni praktického provedeni experimentu.
M¢ dalsi pod€kovani patii doc. Ing. FrantiSku Bunkovi, Ph.D. za sestaveni programu pro
grafické vyhodnoceni zjisténych poznatk. Nakonec bych rada podékovala mé roding, které

vdécim za financni a psychickou podporu pfi studiu.

Prohlasuji, Ze jsem na bakalatfské praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem cito-
val. V pfipadé publikace vysledk, je-li to uvedeno na zakladé licen¢ni smlouvy, budu uve-
den jako spoluautor.

Ve Zlin¢ 28.5. 2009

Podpis studenta



L 1 70 2 ) 8
I TEORETICKA CAST ..ottt ettt ettt et ee e eeeeeee s 9
1 MONOACYLGLYCEROLY A MASTNE KYSELINY ......cooovveveeveeeeeeeeeennn, 10
1.1 IMLASTINE KY SELINY &1ttt eeeteee et eeee e e e e e e e et e eee e e eee e ee e e ee e eeee e eee e eentareeneeenaeennens 10
L1 L SHTUKTUI e e e ettt e et e e e e e e e e e e e 10

1.1.2  Rozdéleni mastnych KySelin.........c.ccoveiiiiiiiiiiiiiiicecce e 10

1.2 IMONOACYLGLYCEROLY . .eteeee ettt ettt e e et e e e e e e 11
1.2.1  Vyroba monoacyglycerolll..........ccocuviiiiiiiiiiiiiiiii e 12

1.2.2  Vlastnosti monoacylglyCerolil...........ccoiuiiiiiiiiiniieii e 13

1.2.3  Vyuziti monoacylglycerolli..........ccooveiiiiiiiiiiiiiicccee e 15

1.2.4  Antimikrobni u¢inky monoacylglycerolti a mastnych kyselin ...................... 17

2 CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH BAKTERII .....c.cocovovoveeeieeeeee, 20
2.1 GRAMPOZITIVNI BAKTERIE ... etete ittt eeeeeeeeeeeeeeeeeeetasesseeesenasessnsesenaseensesnnaesenneeees 20
2.1.1  StaphylOCOCCUS QUIBUS.......ccuvieiieiiie ittt 20

2.1.2  BACHIUS CEIBUS ...t 21

2.1.3  BaCHlUS SUBLITIS ... 22

2.1.4  ENteroCoCCUS fABCANIS .....vn oo 23

2.1.5  MICIOCOCCUS TULBUS ...t 23

2.2 GRAMNEGATIVNI BAKTERIE. .. .eevtuieetettiteeteeteeesestteesestssesessnsessertssesssnseesesnnnns 24
221 Pseudomonas @BrUgiNOSa..........ccurviririiiiiiieiis i 25

2.2.2  Proteus Mirabilis ....cooooeeeeoee e 26

2.2.3  SalMONEHA ENTEIICA ...t 27

224 ESChEIIChIa COl . 27

2.25  Citrobacter fFreUNGil..c.eeee et 28

Il PRAKTICKA CAST ..ottt ettt ettt ettt 30
CHLE PRAGCE ... oottt ettt ettt ettt 31

A MATERIAL.......ooooooeeeee oo eeee oo et e et e e e e e e et et et et et et et et et et et ese et eee e ee et ee e, 32
41 VYBRANE KULTURY MIKROORGANISMU.......cceeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.2 PRIPRAVA ZIVNY CH MEDIL . .cetuiittiiitiette e et se et e st seetsesatassesnsesstnssstnsessnsesennes 33
4.3 POUZITE POMUCKY A ZARIZENI.....uniieiiee e e e 33

5 M E T OD I K A et 35
5.1  PRIPRAVA BAKTERIALNI SUSPENZE .......cccciiiiiiiiiiiiiiiciic s 35

5.2 SLEDOVAN{ VLIVU MONOKAPRINU NA VYBRANE GRAMPOZITIVNI A
GRAMNEGATIVNI BAKTERIE ...eeteeett ettt et eeeeeeeeeaeee e eeetsesataseesnsessnaesennseesnseennns 35

B VYSLEDKY ..o.ooooeoeeeeeeeeeeeeeeee e et 37



6.1 PUSOBENI 1-MONOKAPRINU NA RUST BACILLUS CEREUS CCM 2010 .................. 37

6.2 PUSOBENI 1-MONOKAPRINU NA RUST BACILLUS SUBTILIT SUBSP. SPIZIZENII

(01011, 0 OSSPSR 39
6.3  PUSOBENIi 1-MONOKAPRINU NA RUST MICROCOCCUS LUTEUS CCM 732 ............ 41
6.4  PUSOBENI 1-MONOKAPRINU NA RUST ENTEROCOCCUS FAECALIS CCM 4224 ...... 42
6.5  PUSOBENIi 1-MONOKAPRINU NA RUST STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUBSP.
AUREUS CCM 30953, ittt ettt e e et a e 45
6.6  PUSOBENI 1-MONOKAPRINU NA RUST SALMONELLA ENTERICA SUBSP.
ENTERICA SER. ENTERITIDIS CCM 4420........coiiiiiiiiiiiiiie e 47
6.7 PUSOBEN{ 1-MONOKAPRINU NA RUST PSEUDOMONAS AERUGINOSA CCM
K111 TSSO P PSR 49
6.8  PUSOBENI 1-MONOKAPRINU NA RUST PROTEUS MIRABILISCCM 7188 ................ 51
6.9  PUSOBENIi 1-MONOKAPRINU NA RUST CITROBACTER FREUNDII CCM 7187 .......... 54
6.10  INHIBICNI UCINEK 1-MONOKAPRINU NA RUST ESCHERICHIA cOLI CCM 3954 ..... 55
7 DISKIUZE ... e e e e e e s ar e e e e e e e 58
8 ZAVER ..ot 60
SEZNAM POUZITE LITERATURY ....oooouiiiiiiiiiinninissisisieesse e 61
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......coooviiiniiinineisieeneessnene 66
SEZNAM OBRAZKU .........ooooviviiiiiiiiiiiieeceeiee s 67
SEZNAM TABULEK ..ottt nnees 69
SEZNAM PRILOH .........cooooviiiiiiiiiiiiieis et 70

PRILOHY ..o oo oo et e e e e e e e e e e e e et e e e er s 71



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

UvVOD

Bezpecnost, nebo také nezavadnost potravin, je kliCovym zajmem obcant v celé Evropé€.
Evropskéa unie tak proto klade velky diraz na toto hledisko a samoziejmé i na kvalitu po-
travin. Zdravotni nezavadnost je zakladni pozadavek, ktery musi byt splnén u vSech potravin

uvadénych na trh [1].

V soucasné dobé je hlavnim cilem potravinatského primyslu vyrabét potraviny s co nejdelsi
udrznosti a pokud mozno vyrobky dobré kvality. Za ucelem splnéni téchto pozadavkil a
také pro potlaceni ristu nezddoucich mikroorganismtl v potravinach se pouzivaji riizné typy

ptidatnych latek (aditiv).

Zména zivotniho stylu a mnoho ¢innosti mimo domov vedly k tomu, Ze dnes lidé travi v
kuchyni nad ptipravou pokrmi stale mén¢ ¢asu. Z tohoto divodu se zvysil zajem o potravi-
ny, které umoznuji svou ptipravu béhem kratké doby. Proces vyroby a skladovani takovych
potravin vyzaduje pfidavek rtiznych chemickych latek, které zajistuji jejich mikrobiologic-
kou nezavadnost. Mezi takové latky patii pravé zminovana aditiva. Pouzivanim potravinai-
skych aditiv se také mize dosahnout vyssi chutnosti a lepsiho vzhledu potravin, coz ma

kladny vliv na spottebitele. [2]

Monoacylglyceroly mastnych kyselin jsou jedny =z nejpouzivanéjSich emulgatora
V potravinach. DalS$im vyznamnym poznatkem pro potravinaistvi bylo, Ze vykazuji inhibi¢ni
ucinek proti nékterym mikroorganismim. Proto se také rozSitilo jejich vyuziti
V potravinaiském primyslu. Kromé toho se monoacylglyceroly také pouZivaji v jinych od-

vétvich a to napt. ve farmaceutickém nebo kosmetickém primyslu.

V CR je pouzivani monoacylglycerolti mastnych kyselin povoleno v nezbytném mnozZstvi ke

vSem poOtravinam.
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1 MONOACYLGLYCEROLY A MASTNE KYSELINY

1.1 Mastné kyseliny

1.1.1 Struktura

Mastné kyseliny jsou chapany jako karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fte-
tézcem s vice nez ¢tyfmi atomy uhliku [3]. Vétsina mastnych kyselin, které se vyskytuji jako
soucast zivych organismi ma sudy pocet atomi uhliku. U téchto kyselin se body tani zvysu-
ji s rostouci délkou fetézce a klesaji s pfibyvajicim poctem dvojnych vazeb. V prostiedi se

mastné kyseliny nachazeji hlavné jako estery v ptirodnich olejich a tucich [4].

1.1.2 Rozdéleni mastnych kyselin
Mastné kyseliny 1ze podle struktury rozdélit na:
= Nasycené mastné kyseliny (tabulka 1)
» Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)
= Nenasycené mastné kyseliny s n¢kolika dvojnymi vazbami (polyenové)
= Mastné kyseliny s trojnymi vazbami a riznymi substituenty (rozvétvené, cyklické,
s O-, N- nebo sirnymi funk¢énimi skupinami) [4]

Nasycené mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s alifatickymi uhlovodikovymi fetézci.
Maji zpravidla rovny nerozvétveny fetézec a obsahuji 4 az 60 atomut uhliku [4]. V pfirodé
se vyskytuji zejména jako esterové vazané na alkoholy a jsou hlavni slozkou lipida (tabulka
1).

Jejich obecny vzorec je: CH, — €H, ~—COOH

Kyseliny maselna, kapronova, kaprylova a kaprinova se v malém mnoZstvi vyskytuji v masle
a kozim mléce [5]. Kyselina kaprinova zptsobuje specifickou nepfijemnou chut’ u koziho
mléka [6]. Kyselinu laurovou mizeme najit napf. ve skofici, kokosovém oleji nebo také
v bobkovém listé. V kokosu se v malém mnozstvi nachazi kyselina myristova. Kyseliny pal-
mitova a stearova byvaji v potravinach slozkou lipidi. Kyselinu arachovou miiZzeme nalézt

V podzemnici olejné [5].
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Tabulka 1. Nasycené mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech [4]

Trivialni nazev Pocet atomu uhliku Mastna kyselina
Maselna 4 Butanova
Kapronova 6 Hexanova
Kaprylova 8 Oktanova
Kaprinova 10 Dekanova
Laurova 12 Dodekanova
Myristova 14 Tetradekanova
Palmitova 16 Hexadekanova
Stearova 18 Oktadekanova
Arachova 20 Eikosanova

1.2 Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly jsou estery trojsytného alkoholu glycerolu [7], v nichZz jen jedna
z hydroxylovych skupin je esterifikovana fetézcem mastné kyseliny, ktery je na molekulu
glycerolu vazan kovalentné prostiednictvim esterové vazby. Monoacylglyceroly Ize v zavis-
losti na poloze esterickych vazeb v glycerové ¢asti obecné rozdélit do dvou skupin, na

1-monoacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly [8].

CH, — O — COR CH, — OH
| I

CH—OH CH—O—COR
l |

CH, —OH CH,—OH

Obrazek 1. 1-monoacylglycerol a

2-monoacylglycerol


http://74.125.43.132/translate_c?hl=cs&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Covalent&prev=/search%3Fq%3Dmonoacylglycerol%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DG&usg=ALkJrhiivfW7GUIIHLM92bNBBaAssApjVQ
http://74.125.43.132/translate_c?hl=cs&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ester&prev=/search%3Fq%3Dmonoacylglycerol%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DG&usg=ALkJrhjr6bGeGviQ4WXsurUU-kF6gGGg_Q
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1.2.1 Vyroba monoacyglyceroli

Mono- a diacylglyceroly mohou byt piipraveny pomoci piimych esterifikaci glycerolu a

mastnych kyselin [9].

0]
] [ [l
H,C—0CH HC—0—C—R, HET—D—C—R1 H,C—0 —C—R,
HC—0OH —= HZz—0H — HC—0H — HC —0 —C—F;
| | s i
He & —0OH H, C—iOH H C—0—C—FR: HaC—0 —C—FR:
glyceral 1-monoacyiglyceral 1, 3-diacylglyceral 1,2,3-triacylghyceral

Obrazek 2. Esterifikace glycerolu [10]

Triacylglycerol reaguje s glycerolem pfti vysokeé teploté (200 - 250 © C) v ptitomnosti alka-
lického katalyzatoru, obvykle hydroxidu sodného. Vznika smés mono-, di- a triacylglycero-

1a a také maly zlomek nezreagovaného glycerolu [9].

Obchodni produkty obvykle obsahuji 45 - 55 % monoacylglycerold, 38 - 45 % diacylglyce-
rold, 8 - 12 % triacylglyceroli a 1 - 7 % volného glycerolu. MAG jsou vyrabény kontinual-
nim nebo diskontinudlnim procesem. V diskontinualnim procesu se reak¢ni ¢as pohybuje od

1 az do 4 hodin a pti kontinualnim procesu miize byt doba méné nez 2 hodiny [9].

Mastné kyseliny by mély byt izolovany z tuku nebo oleje prostfednictvim zmydelnéni a né-
slednou destilaci. Tento postup je uZzite¢ny v piipadé produktli s vysokym obsahem mast-

nych kyselin [9].
Molekularni destilace

Monoacylglyceroly mohou byt od di- a triaclglyceroli a glycerolu oddéleny pomoci mole-
Kularni destilce [9].

Za podminek, které umoznuji nizsi destilujici teploty (cca 140 - 170 °C) a kratsi dobu ptito-
ku tekutiny, probihd destilace pod vysokym tlakem. Monoacylglyceroly vyrobené timto
zpiisobem obsahuji rovnovazné mnoZzstvi 1-monoacylglycerolii a 2-monoacylglyceroli. Po-
mer mezi obéma isomery je zavisly na teploté. Mira konstanty rovnovahy je nizka pti poko-
Jjové teploté a je zavisla na sloZeni mastnych kyselin, krystalické formé a pfitomnosti kataly-

zatoru [9].
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Obsah 1-monoacylglycerolu v komerénim destilovaném monoacyglycerolu je obvykle
90 — 95 %, 3 - 4 % tvofti diacylglyceroly, 0,5 — 1 % tvoii volny glycerol a 0,5 — 1 % tvoii
volné mastné kyseliny [9]. V takto ptipravenych MAG se mastna kyselina vaze do polohy 1

[7]1.

1.2.2 Vlastnosti monoacylglycerolii

Prvni mono- a diacylgyceroly byly syntetizovany v roce 1853 Francouzem Berthelotovem.
Velkym prilomem vsak bylo pouziti mono- a diacylglyceroli ve velkém rozsahu v margari-

novém prumyslu v 30. letech 20. stoleti [9].

Vzhled monoacylgylcerolii se méni od svétle hnédého az slamového zbarveni olejnaté kapa-
liny az do bilé mirné nasedlé tuhé latky. Pevna forma mize byt ve formé vlocek, praska
nebo malych perli¢ek v zavislosti na pouziti dokonCovacich technik. Monoacylglyceroly

nejsou rozpustné ve vode, ale mohou tvofit stabilni hydratované disperze [9].

Monoacylgylceroly maji lipofilni charakter, a proto je jim pfifazeno HLB
(Hydrophile — lipophile balance) s nizkou hodnotou (<5) [4] [9].

V potravinaistvi se MAG pouzivaji zejména jako neionogenni emulgatory emulze typu V/O
(voda v oleji) [9]. Obecné emulgatory patii mezi latky povrchové aktivni. Jsou to latky,
které snizuji mezipovrchové napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin o zna¢né rozdil-
né polarité a tim podstatné usnadiuji dispergaci jedné kapaliny ve druhé ve formé jemnych
kapek. Molekula emulgatoru se sklada z lipofilni (nepolarni) a hydrofilni (polarni) ¢asti,
které se na mezifaizovém rozhrani orientuji tak, Ze smétuji do prostiedi o shodné polarité.
Orientace emulgatoru na fdzovém rozhrani zabraiiuje zpétnému spojovani dispergované faze
ve vetsi kapky a tim zvySuje stabilitu emulze. Tendence emulgétoru k vytvareni typu emulze
se urcuje téz pomoci tzv. HLB hodnoty, kterou se rozumi pomér mezi ti¢innosti hydrofilni a
lipofilni ¢asti molekuly emulgatoru [11]. Tato vypoctena hodnota leZi na stupnici v rozmezi
hodnot 1 - 20. Pokud je hodnota HLB od 2 do 8, znamena to dobrou rozpustnost emulga-
toru v tucich, zatimco HLB hodnoty mezi 14 a 18 ptedstavuji emulgatory dobte rozpustné
ve vodé. Priklad emulze ,,0lej ve vodé“ (O/V) je napt. mléko nebo majonéza (voda jako
vnéjsi faze obklopuje jemné rozptyleny tuk). Piiklad emulze ,,voda v tuku* (V/O) je napf.

maslo nebo margarin (tukova faze obklopuje jemné rozptylenou vodu) [6].
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Emulgatory jsou latky umoziujici tvorbu stejnorodé smési dvou nebo vice nemisitelnych
kapalnych fazi nebo to jsou latky, které tuto smes udrzuji. Emulgatory se obecné fadi do
kategorie pfidatnych latek neboli aditiv. Na obalech potravin se aditiva oznacuji ¢iselnym
kédem a pismenem E. Mezi emulgatory patfi lecitin, estery mono- a diacylglycerolii mast-
nych kyselin, polysorbaty, cukroestery, stearoyllaktaty a sorbitanmonostearat. PouZzivaji se
pii vyrobé celé fady potravin napt. jemného peciva a cukratrskych vyrobkil, emulgovanych
tukt,, zmrzlin, dezertd, cukrovinek, kakaovych a ¢okoladovych vyrobku, zvykacek, emul-
govanych omacek, tepelné¢ opracovanych masnych vyrobkut, praskovych nahrad mléka a
smetany, emulznich likér, riznych doplika stravy a potravin ke snizovani hmotnosti a

mnoha dalSich [12].

MAG jsou polymorfhi, stejné jako TAG (triacylgylceroly) a mohou se v zavislosti na teploté
vyskytovat ve tfech krystalickych formach: o, B, B [3] [9].

Z taveniny vykrystalizuji v B-formu, na kterou se pfeméni pies metastabilni krystalickou
a-formu. Pro nékteré aplikace je o-forma nejvyhodnéjsi, dochazi napi. k snazsimu rozpty-
lovani, zlepSeni kypfticich vlastnosti a zvySeni emulgacnich schopnosti. Proto je nanejvys
zadouci, aby pfeména a-formy na B-formu byla pomala. To mize byt provedeno s pouzitim
vhodného a-stabilniho emulgatoru jako je propylenglykol ester, ester kyseliny sorbové nebo
estery kyseliny mlééné, které maji stabilizovat o-formu destilovaného MAG v emulgatoro-

vych smésich [9].

Dilezitou vlastnosti emulgéatorti pouzivanych v pekarenstvi je jejich schopnost interagovat
s bilkovinami mouky. Tato schopnost se projevuje zlepSenim reologickych vlastnosti kynu-
tych tést. Tésto ziskd vyssi pruznost a to i tehdy, pokud pouzitd mouka obsahuje méné
lepku. Vytvofeny oxid uhli¢ity je zlepSenou strukturou tésta zadrzovan kynutim, ¢imz hoto-

vé pecivo ziska vysoky objem, rovnomérnou porovitost a je kiehké [11].
Chovani monoacylglycerolii v pFitomnosti vody

Zahtatim destilovanych monoacylglycerolii ve vodé na jejich bod tani (okolo 80°C), dochazi
Kk vytvoteni gelu. Struktura gelu je v laminarni fazi a podoba se lipidové dvojvrstvé. Presna

teplota tvorby gelu zavisi na délce fetézce mastné kyseliny a na Cistoté monoacylglycerolu

[9].
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Kdyz se piidd co-emulgéator (ionizovana amfipaticka molekula), elektricky odpor mezi
opacéné nabitymi skupinami v dvojvrstvé zptisobi zvySené bobtnani, takze voda miize tloust-

ku zvysit [9].

Uginné co-emulgatory jsou silng hydrofilni a mohou byt anionické, neionické nebo katonic-
ké. Tonické co-emulgatory zvysuji bobtnani a stabilitu monoacylglycerovych geld, zatimco
neionické co-emulgatory tento ucinek nevykazuji. Piiklady co-emulgatori jsou mydla, po-

lyoxyethylen ¢i estery sorbitanu s monoestery sacharozy [9].

1.2.3 Vyuziti monoacylglycerola

Monoacylglyceroly jsou latky pouzivané jak v primyslu potravin a 1é¢iv, tak i ve zdravot-
nictvi [11].

Vzhledem k jejich amfipatické povaze, maji MAG emulgacni vlastnosti a vykazuji inhibi¢ni
ucinky proti nékterym typtum mikroorganismu. Tato vlastnost umoznuje vyuziti téchto latek

v riznych oblastech potravinatského primyslu a v nékterych technickych oborech [11].

Monoacylglyceroly mastnych kyselin jsou znamé tim, ze maji antimikrobialni vlastnosti in

vitro a pti kontaktu inhibuji viry, grampozitivni a gramnegativni bakterie a plisné [13].

Jiz v minulosti bylo prokazano, ze antimikrobialni aktivita MAG je ponékud proménliva v

zavislosti na po¢tu atomui uhliku v fetézci a na pfitomnosti jejich dvojnych vazeb [14].

Momonoacylglyceroly se jiz dnes vyrabéji bézné a patii k nejcastéjsim emulgatorim. Do
peciva staci pridavat podstatné méné¢ monoacylglyceroli nez béZzného tuku a ptesto se ziska
kvalitni vyrobek, ktery navic obsahuje podstatné méné vyuzitelné energie nez bézné pec¢ivo

[15].

V potravinarské technologii maji nejvétsi pouziti MAG pii vyrobé chleba. Jakékoli funkce
MAG a jinych emulgéatori v pekérenstvi zavisi na vlastnostech dispergace emulgatorii pti
michani tésta. Mezi faktory, které ovliviiuji dispersibilni vlastnosti pfi michani tésta jsou
rovnovaha mezi velikosti ¢astic a tvrdosti nebo tanim MAG. Tvrdost MAG je urCovana

predevsim strukturou jedlych tukd, z nichz jsou MAG vyrobeny [9].

MAG se pridavaji do chlebového tésta z nésledujicich diivodi: je znamo, ze MAG zvysi
fermentacni stabilitu tésta. Fermentacni stabilita znamend, Ze plné fermentovand tésta jsou

odolné viici mechanickému Soku napt. béhem piepravy [9].
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Kromé fermentacni stability dochazi k tvorbé komplexu mezi MAG a Skrobem, konkrétnéji

amylozou, coz je dilezité pro prodlouzeni trvanlivosti chleba, ¢imz se docili vétsi mékkosti

sttidky [9].

Zejména interakce MAG s amylézou a enzymaticky rozklad amylopektinu specifickymi
amylazami jsou jednim z nejdilezitéjSich faktort. Pfi pec¢eni dochdzi k bobtnani Skrobovych
zrn, coz vede k pfevedeni amylozy z amorfniho do rozpustného stavu a prevedeni amylo-
pektinu z krystalického do gelového stavu [9]. Kolem hydrofilni ¢asti MAG se vytvari krys-
talicka struktura amylazy [7].

Je-li do tésta pridana specificka amylaza, béhem peceni bude amylopektin degradovan a pfi
skladovani chleba nedojde k jeho rekrystalizaci. Pfidavek MAG zvySuje trvanlivost chleba
ptiblizné€ o dva dny [9].

Interakce MAG se Skrobem, a zejména amylozou, je také dulezita pii vyrobé suchych tésto-
vin. Piidavek hydratovaného MAG do téstovinového tésta bude mit za nasledek mensi ztra-
ty pfi vafeni a snizi se lepivost v kone¢né uvarenych téstovinach a zachovavaji si pozadova-

nou pevnost [9] [11].

Kromé pekarenstvi se dale monoacylglyceroly spotfebovavaji pii vyrobé emulgovanych
tukt. Pridavek emulgatoru ma zajistit jemnou distribuci kapi¢ek vody v olejové fazi, stabilni

krystalickou strukturu a dobrou roztiratelnost tuki [7].

V cukrovinkatrském pramyslu se monoacylglyceroly pouzivaji pro zlepSeni konzistence zvy-

kacek a k omezeni lepivosti karamelovych bonbont [11].

Dalsi uplatnéni nachazeji MAG v kosmetice, kde se vyuzivaji MAG obsahujici nasycené
mastné kyseliny. Jsou stabilni vi¢i vzdusné oxidaci, vykazuji dobré emulgac¢ni a mék¢ici

vlastnosti. Jsou dobie snaseny kuzi a sliznici [16].

Ve farmaceutickém pramyslu se vyuzivaji MAG obsahujici nejcastéji kyselinu olejovou a
linoleovou nebo mastné kyseliny se stfedné dlouhym uhlikatym fetézcem (8 — 10 uhlikd),
které zlepSuji resorpci lé¢iv ve tkanich [17] [18] [19].

Farmaceutické preparaty s obsahem mikrobicidnich lipidii jsou pouzivany k 1écbé diagnosti-
kovanych slizni¢nich a kozZnich infekci a rovnéz jsou testovany jako piipravky zabranujici

prenos patogennich mikroorganizmu na sliznicich [20] [21].
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Monoacylglyceroly je mozné rovnéz vyuzit V textilnim nebo plastikaiském prumyslu.
V textiliich se pouzivaji pro zvyseni odolnosti vody a pro zlepSeni antistatickych vlastnosti.

Rovnéz se zlepsuje jejich barevna stalost a kontrast [22].

V plastikaiském primyslu se pouzivaji pro zlepseni antistatickych a lubrikacnich vlastnosti

[23].

1.2.4 Antimikrobni u¢inky monoacylglyceroli a mastnych Kyselin

Jiz fadu let jsou znamy antimikrobni G¢inky mastnych kyselin. Ve 20. letech 20. stoleti bylo
dokazano, ze dezinfek¢ni ucinek sodnych a draselnych mydel (soli) mastnych kyselin se vy-

razné nelisi [24].

Antimikrobialni t¢inky mastnych kyselin a monoacylglyceroli jsou dany poc¢tem atoma uh-

liku a pfitomnosti dvojnych vazeb v fetézci mastnych kyselin [14] [25].

Antimikrobni ucinky mohou byt také ovlivnény sloZenim potravin, nebot’ nékteré slozky
potravin jako jsou napft. Skroby, fosfolipidy nebo cholesterol mohou s monoacylglyceroly
reagovat, ¢imz mtze dojit ke sniZeni jejich inhibi¢nich ucinka [24] [26].

Bylo zjisténo, Ze pneumokok je velmi citlivy k solim kyseliny laurové, olejové, linolové a
linolenové. Stejné jako pneumokoky byly usmrceny i streptokoky, ale pfi vyssi koncentraci
mydla. Nenasycend mydla, stejné jako estery kyseliny olejové, linolové a linolenové maji
dezinfekéni G¢inky proti stafylokokiim, ale ne vici stievnim bacilim. V nékterych piipadech
ptitomnost nenasycenych vazeb v molekule znaéné zménila aktivitu mydla proti pneumoko-

kiim [24].

Daéle bylo zjisténo, Ze pneumokoky a streptokoky nerostou v pfitomnosti malého mnozstvi
ricinoleatu sodného. Pti pouziti zfedéného mydla s ricinovym olejem na 0,1% ztrati pneu-
mokok svou schopnost rustu [25]. Staphylococcus aureus byl po 5 minutovém vystaveni
inhibovan 20% roztokem ricinoleatu sodného. Avsak 10% roztok nepisobil zcela bakteri-
cidné ani po jednohodinovém vystaveni. Porovnanim pneumokokovych vlastnosti nasyce-
nych mydel kyselin laurové, myristové, palmitové a stearové ukazalo, ze mydla obsahujici

14 atomi uhliku mély maximalni antimikrobialni G¢inek [24].

U monokaprinu, coz je 1-monoacylglycerol kyseliny kaprinové, bylo prokazano, ze ma an-

timikrobialni u¢inek proti obalenym virtim, kvasinkam a nékterym bakteriim [27].
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Emulze monokaprinu byly aktivni proti Campylobacter jejuni a zpasobily béhem 1 minuty

snizeni zivotaschopnosti bakterii 0 6 — 7 fadu pii pokojové teploté [28].

Emulze monokaprinu inhibovala také kampylobactery izolované z lidi, coz ukazuje na Siro-
ké antikampylobakterialni u¢inky. Emulze 1,25 mM monokaprinu v citrat-laktatovém pufru
pii pH 4 - 5 zpGsobily béhem 10 minut snizeni zivotaschopnosti mikroorganismt Salmonel-
la spp. a Escherichia coli 0 6 — 7 tadu. K monokaprinové emulzi byl také pii nizkém pH

vice nachylny C. jejuni. [28].

Pridavkem 5 a 10 mM monokaprinovych emulzi do kufeciho krmiva obohaceného o kam-
pylobaktery se vyrazné snizila bakterialni kontaminace. Tyto vysledky jsou diskutovany s
ohledem na mozZné vyuziti monokaprinovych emulzi pro kontrolu bakterii pfenasenych po-

travou z driibeze na ¢loveka [28].

Monokaprin je také velmi G¢inny proti grampozitivnim kokim. Bylo prokazano, Ze jeho

pusobeni spociva v dezintegraci cytoplazmatické membrany [28].

Monokaprin o koncentraci 100 — 250 g.I" je schopen zcela zastavit rist viech grampozitiv-
nich bakterii a kvasinek a koncentrace 100 — 400 ¢.I" miize zastavit riist vlaknitych hub. Na
druhou stranu se zjistilo, Ze n¢které gramnegativni bakterie a plisné Mucor racemosus mo-

hou byt vi¢i monokaprinu odolné [29].

Nékteré MAG dokazou zpomalit rast urcitych druhti kvasinek (Candida albicans, Saccha-

romyces cerevisiae) v koncentracich od 100 do 500 mg.I" [28].

Ababouch a kol. zkoumali schopnost mastnych kyselin a monolaurinu v inhibici spor a vege-
tativnich bun€k Bacillus cereus. Vysledky ukazaly, Ze kyselina linolenova a monolaurin jsou
ucinngj§$i nez kyseliny laurovda, linolovd, olejovda a stearovd. Monolaurin
(0,73 mM), kyselina linolova (0,178 mM) a kyselina linolenova (0,036 mM) inhibuji jak
sporotvorné tak i vegetativni bunky [24].

Spory bakterii zptisobujicich kaZzeni potravin (Clostridium sporogenes) a patogennich bak-
terii (Bacillus cereus, Clostridium botulinum) jsou citlivéj$i na monoacylgylceroly nez jejich

vegetativni formy [24].

Beuchat srovnal G¢inky glycerolu a esterti sachar6z s mastnymi kyselinami, benzoatu a kyse-
liny sorbové a jeji draselné soli proti Vibrio parahaemolyticus. Jeho vysledky naznadily, zZe

C12:0 monoacylglycerol (monolaurin) je mnohem aktivnéjsi nez derivaty s krat$im (Cs.o-Cio:0)
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nebo delsim (Cy4.) fetézcem. Také nizka MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) monolau-
rinu (5 mglY)  ukdzala, Ze je  GCinn&j¥ nez  benzoat  sodny
(300 mg.I™") nebo kyselina sorbova (70 mg.I"). Estery kyseliny kaprinové a kaprylové vaza-
né na sacharézu byly ve vysSich koncentracich u¢innéjsi proti V. parahaemolyticus nez

monolaurin [24].

Protoze tyto estery byly diive povaZovany za inaktivni proti gramnegativnim bakteriim,
inhibice rustu V. parahaemolyticus byla pon¢kud piekvapujici, ackoli diive byly uvedeny
podobné ucinky na jiné gramnegativni bakterie, ale jen tehdy, kdyz byly pfitomny chelato-

tvorné kyseliny (kyselina citronova a polyfosforecna) [24].

Chelatotvorné kyseliny pisobi tak, Zze uvoliuji znaéné mnozstvi bunéénych lipopolysachari-
da z bakteridlni bunécné stény a zpiisobuji, Ze se gramnegativni bakterie chovaji jako gram-

pozitivni [24].

Monoestery glycerolu a diestery sachar6zy maji nejen vyssi antimikrobialni aktivitu nez je-
jich ptislusné volné mastné kyseliny, ale také maji srovnatelnou G¢innost s bézné¢ pouziva-
nymi antimikrobialnimi latkami, jako jsou parabeny, kyselina sorbova a dehydrooctova kyse-

lina [24].
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2 CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH BAKTERII

2.1 Grampozitivni bakterie

Bunécna sténa grampozitivnich bunék je tvofena silnou vrstvou peptidoglykanu, kterou
prochazeji linearni fetézce teikoovych kyselin. Déle jsou na peptidoglykan vazany polysa-
charidy, jejichZ sloZeni je specifické pro jednotlivé skupiny bakterii. V buné¢éné sténé nejsou
pfitomny lipidy s vyjimkou mykobakterii, korynebakterii ¢i nokardii, které mohou obsaho-

vat mnoho lipidii a vosktl vazanych esterovymi vazbami na peptidoglykan [30].

Grampozitivni bakterie se od gramnegativnich odliSuji tim, ze grampozitivni bakterie po
usmrceni a obarveni krystalovou violeti a mofeni Lugolovym roztokem zadrzuji komplex
krystalové violeti a jodidu draselného v bunééné sténé a neodbarvuji se organickymi roz-
poustédly (ethanol, aceton). Po dal$im barveni safraninem nebo karbolfuchsinem se gram-
pozitivni bakterie zbarvi modrofialové (obrazek 3) [30].
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Obrazek 3. Grampozitivni bakterie [31]

2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi grampozitivni koky o praméru asi 1 pm. Koky byvaji
usporadany do shlukil, nékdy se vSak vyskytuji v parech nebo ojedinéle (obrazek 4). Netvoti
spory, jsou nepohyblivé a obvykle netvoii pouzdro. Stafylokoky jsou tolerantni k soli, cehoZz
se vyuziva k selektivni izolaci ze stolice a z potravin na zivnych pudach s obsahem
7 —10 % chloridu sodného [32].
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Staphylococcus aureus je podminény patogen, piitomny v nose a na kiazi urcitého poctu
zdravych osob. Infikuje nejcastéji poskozenou kuzi, sliznice nebo hematomy v mekkych
tkanich. Stafylokokova pneumonie je znamou komplikaci chfipky. Dostane-li se do potra-
vin, produkuje zde enterotoxiny bilkovinné povahy, které jsou velmi nebezpe¢né a mohou
zpusobit vazné az smrtelné otravy. N&které z nich se inaktivuji delSim varem, a proto je
nebezpeci otrav hlavné u téch potravin, které se jiz tepelné neopracovavaji, jako jsou napf.
majonézy, salaty, krémy v cukrarskych vyrobcich, zmrzliny apod. Do téchto potravin se
muze Staphylococcus aureus dostat z hnisavych loZisek na rukou lidi pfipravujicich pfislus-
né potraviny nebo kychanim a kaslanim. K otravé potravinami dochazi obycejné tehdy, je-li

koncentrace bungk v fadu 10° az 10".g™ [33].
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Obrazek 4. Staphylococcus aureus [34]

2.1.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus patii mezi grampozitivni tycinky. Podoba se Bacillus anthracis. Roste
Vv nepravidelnych koloniich podobného vzhledu jako B. anthracis (obrazek 5). Patii mezi

druhy s pomérné pomérné velkymi butikami [33].

Spory Bacillus cereus jsou vysoce termorezistentni a vétsina kment produkuje toxin. Tento
mikroorganismus je hojné rozsifen v prostiedi a v obilovinach, zejména v ryzi. Hlavnim pfi-
znakem otravy je zvraceni. Kromé& emetického toxinu Bacillus cereus také produkuje ve

stievé termolabilni enterotoxin [33].
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Po poziti kontaminované potravy zpisobuje prijmové onemocnéni, které je podobné enteri-
tidé vyvolané Escherichia coli nebo salmonelami. V kontaminované potravé je vzdy pfi-

tomno obrovské mnozstvi bacil asi 10°.g™ [33].
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Obrazek 5. Bacillus cereus [34]

2.1.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je grampozitivni bakterie bézné se vyskytujici v pidé. Ma schopnost tvofit
pevnou, ochrannou endosporu, coz umoziuje, Ze organismus je odolny viici extrémnim

podminkam zivotniho prostiedi [35].

&
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Obrazek 6. Bacillus subtilus [34]
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Bacillus subtilis neni lidskym patogenem. Muze kontaminovat potraviny, ale je jen zfidla
zodpovédny za otravu potravinami. Spory Bacillus subtilis mohou piezivat vysoké teploty,
které se pouzivaji pti vateni jidla, coz mize byt pfi¢inou lepivé konzistence zkazené¢ho chle-

bového tésta, kterou zptisobuji polysacharidy produkované bakteriemi [35].

2.1.4 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis patii mezi grampozitivni koky. Jsou klasifikovany jako soucast strep-
tokokt skupiny D [36]. Pivodnim stanovistém enterokok je intestinalni trakt lidi a zvifat.
Sekundarné se nachazeji v mléce a mlécnych vyrobcich, dale pak v potravinach s vys$Sim
obsahem soli (syry, uzeniny) [37]. Je jednim ze slozek nékterych probiotickych potravino-
vych dopliku [36].

U lidi maze vyvolat infekce zivotu nebezpecné, zejména v nosokomidlnim prostiedi, protoze
Enterococcus faecalis je rezistentni vic¢i antibiotikiim. MuzZe zpusobit infekce mocovych

cest, prostaty nebo také endokarditidu [35].

ASM MicrobeLibrary:erg®Hedetniemi and Liao

Obrazek 7. Enterococcus faecalis [34]

2.1.5 Micrococcus luteus
Micrococcus luteus je grampozitivni aerobni kok. Koky byvaji uspofadany v tetradach. Jed-
na se o nepohyblivé mikroorganismy. Micrococcus luteus se primarné vyskytuje na kuzi

savcu, sekundarné se miize vyskytovat v mase, pidé nebo také ve vodé [38].
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V potravinach miize tvofit zluté, oranzové az intenzivné ruzové kolonie (obrazek 8). Do

potravin se dostava hlavné vzdusnou kontaminaci [33].

Micrococcus neni povazovan za patogenni bakterii, ale jsou znamé ptipady, kdy tahle bakte-

rie zpusobila kozni infekce u lidi s oslabenym imunitnim systémem [39].

ASM MicrobeLibr. o) E?ietniemi and Liao

Obrazek 8. Micococcus luteus [34]

2.2 Gramnegativni bakterie

vvvvvv

nich. Tvofi ji tenka vrstva peptidoglykanu, nad niz se nachazi vnéjSi membrana, kterd se
sklada z dvojvrstvy fosfolipidti a bilkovin. Mezi vnéj§i membranou a peptidoglykanem je
tzv. periplazmaticky prostor. Obsah lipidli ve sténé je pticinou jejich zvySené odolnosti proti
aniontovym povrchové aktivnim latkam. Sténové lipopolysacharidy patogent funguji jako
endotoxiny (napt. Salmonella), které jsou zodpoveédné za antigenni specifitu oznacovanou

jako O antigen [30].

Pfi pouziti Gramova barveni dojde u gramnegativnich bakterii k vymyti komplexu krystalo-
vé violeti a jodidu draselného a po dal§im barveni bakterie ziistanou zbarveny ruzové (obra-

zek 9) [30].
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Obrazek 9. Gramnegativni bakterie [40]

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie. Netvofi spory, nema pouzdro a pohy-
buje se pomoci jednoho nebo n¢kolika bi¢iku. Je striktné acrobni. Muze také rust anaerobné
za pritomnosti nitratl. Roste rychle 1 na jednoduchych piidach v Sirokém rozmezi teplot.

Charakterizuje ji sladka ovocna viiné [33].

Pseudomonas aeruginosa je patogen, ktery zpusobuje hnisavé onemocnéni, obavana zvlasté
pii léceni rozsahlych popalenin a u pacienti se snizenou odolnosti viici infekénim chorobam.
Zdrojem této bakterie je zejména maso, zelenina a zmrazené potraviny. Také lidské mléko

byva zdrojem této infekce u novorozencu.

Pseudomonas aeruginosa produkuje fadu toxickych latek, jako napt. termolabilni enteroto-
xicky protein. Velmi nebezpecna je Pseudomonas aeruginosa také v kosmetickych piiprav-
cich (krémy, pletova mléka, o¢ni li¢idla), nebot’ pfi pouzivani zadvadnych vyrobkl muze

dojit k hnisavym onemocnénim klize a v pfipad€ ocnich li¢idel dokonce i k oslepnuti [33].
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Obrazek 10. Pseudomonas aeruginosa [34]

2.2.2 Proteus mirabilis

Proteus mirabilis patfi mezi gramnegativni fakultativné anaerobni bakteric. Na pevnych
pudach se vyznacuje charakteristickym plazivym ristem (obrazek 11). Proteus mirabilis

zpusobuje u lidi 90 % vsech infekci zpisobené bakteriemi rodu Proteus [41].
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Obrazek 11. Proteus mirabilis [34]
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Bakterie rodu Proteus patii mezi podminéné patogeny, které vyvolavaji infekce mocovych

cest, podileji se na etiologii stfevnich infekci a kontaminuji oteviené rany [41].

Proteus mirabilis je tyCinkovita bakterie, ktera ma schopnost produkovat vysoké hladiny
ureazy. Ureaza hydrolyzuje mocovinou na amoniak (NH3) a tim zvySuje zasaditost moci.

Pokud zustane bez oSetieni, zvySena alkalita mtize vést k tvorbé krystala [41].

2.2.3 Salmonella enterica

Salmonely patii mezi bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae. Jsou to gramnegativni fakultativné
anaerobni ty¢inky. Normaln¢ se vyskytuji ve stievé zvifat. Onemocnéni zpusobené témito

bakteriemi se ¢leni do tii skupin: tyfus, paratyfus a enteritidy [42].

Salmonella enterica ma velky pocet sérotypt. Sérotyp Typhi je patogenni pouze pro ¢lové-
ka, zplisobuje velmi vazné a Casto az smrtelné onemocnéni zvané bii$ni tyfus. Ostatni séro-
typy jako je Typhimurium mohou zptisobovat onemocnéni oznacované jako salmoneloza. Je
to druh, ktery se v pfirod¢ vyskytuje pomérné ¢asto a dostava se do organismu také potra-

vinami. Je patogenni pro ¢lovéka i pro hlodavce [43] [33].

ASM MicrobeLibr;ry.gfg © Hédetniemi e NET)

Obrazek 12. Salmonella enterica [34]

2.2.4 Escherichia coli

Kmeny Escherichia coli a pfibuzné gramnegativni bakterie, tzv. kolifomni tycinky, jsou

bakterie nachazejici se ve stievni flote Clovéka a zvitat a vyskytuje se tedy i ve vykalech.
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Jejich ptitomnost ve vodach nebo v potravinach slouzi proto jako ukazatel, ze zde doslo k

znedisténi fekaliemi [32] [44].

Escherichia coli je také Siroce rozsifenym stfevnim patogenem savcu a ptakd, a protoze jeji
vyskyt je vazan na fekalni kontaminaci, nevyskytuje se samostatné mimo téla zivocichi.
Nekteré kmeny jsou patogenni pro ¢lovéka i zvirata a zpusobuji infekce a prijmova one-

mocnéni [32]. Escherichia coli je hlavnim ptivodcem infekci mocovych cest [45].

Obrazek 13. Escherichia coli [34]

2.2.5 Citrobacter freundii

Citrobacter freundii je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie. Jedna se o bakterii,
ktera patfi do Celedi Enterobacteriaceae. Lze ji nalézt v pid¢, vodé, kanalizaci a také

Vv potravinach. Druhy rodu Citrobacter vyuzivaji citrat jako zdroj uhliku [46].

Citrobacter freundii je Casto pfi¢inou oportunistickych infekci. Tato bakterie zpusobuje
novorozeneckou meningitidu a Gasto je spojovana s mozkovou abscesi. Umrtnost a one-
mocnéni meningitidou zpisobené bakterii rodu Citrobacter je vysoka. Mira imrtnosti NOVo-
rozeneckou meningitidou je 25 az 50 %, 75 % lidi, ktefi pfeZiji toto onemocnéni maji vazné
neurologické nasledky. RovnéZz mize zpisobit infekci moc¢ového traktu, infekce a nozoko-
mialni pneumonie. Citrobacter freundii byla také zkoumana pro biodegradaci kyseliny

téislové pouzivané v kozeluzstvi [47].
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Obrazek 14. Citrobacter freundii [48]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE
Cile predlozené prace byly vymezeny nasledovné:

= v teoretické Casti vypracovat literarni resersi tykajici se obecné charakteristiky, vyu-
ziti a antimikrobnich U¢inki monoacylglyceroli a také charakteristikou vybranych
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, na kterych byly testovany u¢inky monoa-

cylglycerolu na jejich rist,

= stanovit inhibicni G¢inek 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové (Cig.)
v koncentracich 25 — 1500 mg.I" na riist vybranych grampozitivnich a gramnegatic-

nich bakterii,

= ze zjiSténych hodnot optické denzity bunck sestrojit riistové kiivky jednotlivych
bakterii v zavislosti na koncentraci MAG se zaméfenim parametry rastu (lag faze,

maximalni hodnota optické denzity bunék a specificka rustova rychlost).
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4 MATERIAL

4.1 Vybrané kultury mikroorganismu
K testovani antimikrobialniho u¢inku 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové (Cig) Na
mikroorganismy byly vybrany nasledujici kultury grampozitivnich a gramnegativnich bakte-
rii:
Grampozitivni bakterie:

Bacillus cereus CCM 2010

Bacillus subtilit subsp. spizizenii CCM 4062

Enterococcus faecalis CCM 4224

Micrococcus luteus CCM 732

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Gramnegativni bakterie:
Citrobacter freundii CCM 7187
Enterococcus faecalis CCM 4224
Escherichia coli CCM 3954
Proteus mirabilis CCM 7188
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Vsechny bakterie byly poskytnuty z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM). K oZiveni bakte-
rii byl pouZit sterilni masopeptonovy bujon. Poté, co byly do bujonu naockovany poskytnuté

bakterie, byla ptida kultivovana pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.
Poté bylo provedeno pteockovani bakterii na pevnou Zivnou pudu (masopeptonovy agar).

Pada byla opét kultivovana pfi teplot€¢ 30°C po dobu 24 hodin. Po kultivaci byly bakterie

uchovavany v chladnicce.
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4.2 Priprava zivnych médii
Ptiprava masopeptonového bujonu (MPB) pro bakterie

Slozeni:
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Masovy vytazek .....3,0 g

Destilovana voda....1000,0 ml
Ptiprava masopeptonového agaru (MPA) pro bakterie

SloZeni:
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- Destilovana voda....1000,0 ml

4.3 Pouzité pomicky a zarizeni
= Laboratorni sklo
— Kadinky
— Petriho misky

— Zkumavky
= Laboratorni pfedvazky KERN

= Mikrovlna trouba Elektrolux

= Chladnicka Elektrolux

= Automatické mikropipety Biohit
= Bakteriologické klicky

= Autoklav Systec 2540 EL
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= Biologicky termostat Membert INE 600
* Flow Box Clean Air

= Mikrotitraéni desticka
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5 METODIKA

5.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni suspenze byla ptipravena z inokula, které bylo pfipraveno zaockovanim 20 ml
kultiva¢niho média (masopeptonovy bujon) piislusnymi bakteriemi z Petriho misky. Po na-

ockovani byla bakterialni suspenze kultivovana pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

5.2 Sledovani vlivu monokaprinu na vybrané grampozitivni a gramnega-

tivni bakterie

Vliv 1-monokaprinu na rist grampozitivnich a gramnegativnich bakterii byl zkouman po-
moci piistroje TECANA Sunrise. Bakterie byly o¢kovany do mikrotitracnich desti¢ek, do
nichz byla také pfidana pfislusnad koncentrace monokaprinu. Naockované mikrotitracni
desticky byly kultivovany pii teploté 25 °C po dobu 24 hodin. Riist byl hodnocen jako zme-
na optické denzity (O.D.) suspenze bunck. Narust bakterii byl méfen po 30 minutovych

intervalech pfi vinové délce 600 nm. Ptistroj byl fizen pomoci software Magellan.

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo pipetovano 250 pl kultivaéniho média (MPB)
s jednou z nésledujicich koncentraci 1-monokaprinu: 25 mg.I*, 50 mg.I*, 100 mg.I*,
250 mg.I", 500 mg.I", 1000 mg.I" a 1500 mg.I" a dale také 5 pl bakterialni suspenze. Jako
kontrola slouzily jamky, do nichz bylo pipetovano 250 ul kultiva¢niho média s buné¢nou
suspenzi bez  pfislusné  koncentrace 1-monokaprinu. U vSech  koncentraci

1-monokaprinu, véetné kontroly byl riist sledovan ve 2 jamkach mikrotitracni desticky.

Namétené hodnoty optické denzity byly zprimériiovany a graficky vyhodnoceny jako
rustové kiivky. Tyto riistové kiivky jsou ulozeny v pftiloze.
Dale byly znaméfenych hodnot spocteny relativni hodnoty O.D. v case t

y=In(O.D./0.D.()]. Pomoci Gompertzova modelu byla popsana zavislost logaritmu relativni

hodnoty O.D. (y) na ¢ase (t):

y=A. exp{— exp['u’”"a"e G-t 1}}
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kde:
— um je maximélni specificka ristova rychlost (h™);
— A je doba lag faze;

— A je asymptota [A=In(O.D../O.D.)] definovana jako maximalni dosazena hodnota
[49].

Pro vypocet hodnot um, A a A byla pouzita nelinearni regresni analyza (Marquardt-

Levenburgova metoda).

K vypoétu byl pouzit statisticky software Unistat® 5.5.
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6 VYSLEDKY

6.1 Pusobeni 1-monokaprinu na rast Bacillus cereus CCM 2010

Pro studium inhibi¢niho u¢inku 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové na rust Bacillus

cereus CCM 2010 byly pouzity koncentrace MAG v rozmezi 25 — 1500 mg.I™.

Z obrazku 15 lze pozorovat, Ze s rostouci se koncentraci zvoleného MAG se postupné zvy-
Sovaly hodnoty lag faze, to znamena, ze adaptace bunék na vytvoiené prostiedi s MAG
trvala delsi dobu. Lag faze u kontroly, coz byl bujon bez pfidavku MAG, trvala 1 h a po

pridavku monokaprinu o koncentraci 100 mg.I"* se zvysila cca na 1,85 h.

1.8
1,6
1,4
1,2

0,8 T
0,6 1
04 1
0,2

Lag faze [hod]
B

0 25 50 100 250 500 1000 1500
Koncentrace MAG [mg.1™]

Obrazek 15. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Bacillus cereus

Z obrazku 16 lze pozorovat, ze s ristem koncentraci MAG dochézelo k postupnému snizo-
vani hustoty bakterialni suspenze. K nejvétsimu poklesu doslo pii koncentraci 100 mg.I™,
coZ po porovnani s kontrolnim bujénem (100%) odpovidalo poklesu indexu rlstu na 65 %.
V rozmezi koncentraci monokaprinu 250 — 1500 mg.I" doslo k GipIné inhibici ristu Bacillus

cereus.

Specificka riistova rychlost v kontrolnim bujénu bez MAG odpovidala hodnoté 1,85 h™ a jiz

vwr

specifické riistové rychlosti a to pfiblizné na 1 h™* (obrazek 17).
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Obrazek 17 nam také znazornuje, ze s rostoucimi koncentracemi MAG, u nichz byl jesté

rust bun¢k pozorovan, dochézelo k postupnému snizovani rychlosti riistu bunék bakterie B.

cereus.
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Obrazek 16. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Bacillus cereus
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Obrazek 17. Vliv monokaprinu na specifickou rastovou rychlost Bacillus cereus
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6.2 Pusobeni 1-monokaprinu na rast Bacillus subtilit subsp.
spizizenii CCM 4062

Pro sledovani inhibi¢niho uc¢inku MAG na rust Bacillus subtilis CCM 4062 byly zvoleny
stejné koncentrace 1-monoacylgylcerolu kyseliny kaprinové jako v piedchozim piipadé.
U kontrolniho bujoénu byla doba lag faze stanovena piiblizné na 1,5 h (obrazek 18). Nejdelsi
adaptace (cca 3,3 h) bun¢k B. subtilis v pfitomnosti monokaprinu byla zaznamenana pii
koncentraci 50 mg.I". U vyssich koncentraci (>100 mg.I"") nebyl zaznamenan nartst bunék
B. subtilis.
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Koncentrace MAG [mg.I™]

Obrazek 18. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Bacillus subtilis

Obrazek 19 znazornuje sniZzeni hustoty bakterialni suspenze. Po ptidavku monokaprinu o
koncentraci 50 mg.I"* doglo ke sniZeni hustoty bakterialni suspenze na 60 %. Zcela inhibiéni

¢inky vykazoval monokaprin u koncentraci v rozmezi 250 — 1500 mg.I™.
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Obrazek 19. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Bacillus subtilis

Specificka ristova rychlost v kontrolnim bujonu odpovidala piiblizné hodnoté 1,57 h™h. Sni-
Zeni specifické ristové rychlosti Ize opét pozorovat u koncentrace 50 mg.I", jejiz hodnota

ve srovnani s kontrolnim bujonem klesla na 0,69 h™ (obrazek 20).
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Obrazek 20. Vliv monokaprinu na specifickou ristovou rychlost Bacillus subtilis
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6.3 Piusobeni 1-monokaprinu na rust Micrococcus luteus CCM 732

Dalsim mikroorganismem, ktery byl pouzit pro studii pisobeni vlivu monokaprinu

0 koncentracich 25 — 1500 mg.I" na rtst byl Micrococcus luteus CCM 732. K nértistu bak-

v v

Doba lag faze byla u kontrolniho bujonu 0,75 h (obrazek 21). Adaptace bunék bakterie
Micrococcus luteus na prosttedi s MAG o koncentraci 25 mg.I" se ve srovnanim
s kontrolou bez monokaprinu zvysila na 1 h. Po pridani MAG o koncentracich
50 — 1500 mg.I" k bakterialni suspenzi doglo zcela k zastaveni riistu bunék bakterie Micro-

coccus luteus.

cvwr

ty bakterialni suspenze, ale naopak doSlo k mirnému zvyseni hustoty bunék. Tento jev lze
vysvétlit tim, Ze koncentrace 25 mg.I" neméla vyrazngjsi vliv na ristové parametry bungk

M. luteus, coz bylo patrné i z doby lag faze, ktera se pii této koncentraci piili§ nezvysila.

Specificka ristova rychlost bez ptidavku MAG odpovidala hodnot& 0,47 h™ a po piidani
monokaprinu o koncentraci 25 mg.I"* doslo k jejimu poklesu na 0,32 h™ (obrazek 23). U
ostatnich koncentraci (50 — 1500 mg.I") nebyl jiz zaznamenan riist bun&k bakterie M. lu-

teus.
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Obrazek 21. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Micrococcus luteus
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Obrazek 22. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Micrococcus luteus

0,500
"= 0,450 +—
0,400 +—
0,350 +—
0,300 +—
0,250 +—
0,200 +—
0,150 +—
0,100 +—

]

h

Specificka ristova rychlost [

o

o

a

o
]

0 y 000 T T T T T T T
0 25 50 100 250 500 1000 1500

Koncentrace MAG [mg.1™}]

Obrazek 23. Vliv monokaprinu na specifickou rastovou rychlost

Micrococcus luteus

6.4 Pisobeni 1-monokaprinu na riust Enterococcus faecalis CCM 4224

Na obrazku 24 muzeme sledovat rist bakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 v ptitom-
nosti MAG.
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Po 24 hodinové kultivaci v pfitomnosti monokaprinu o koncentracich V rozmezi
25 — 1500 mg.I" vzrostla doba lag fize ve srovnani s kontrolnim bujonem
(0,54 h) nejvice u koncentrace 100 mg.I" a to na 1,6 h. U koncentraci 25 a 50 mg.I™* nedo-

Slo k vyrazn&j§imu zvysSeni doby lag faze oproti kontrolnimu bujonu.
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Obrazek 24. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Entrococcus faecalis

U koncentraci v rozmezi 25 — 50 mg.I" nedoslo k poklesu hustoty bakterialni suspenze, coz
sv€déi o tom, ze pii téchto koncentracich nejevil monokaprin inhibi¢ni G¢inky vici této bak-
terii (obrazek 25). Pokles rtistu bun&k byl sledovan aZ pii koncentraci MAG 100 mg.1™ a to
na 78 %.

Snizeni specifické rstové rychlosti v pfitomnosti monokaprinu po srovndni s kontrolnim

v

(1,03 h") pti koncentraci 50 mg.I" (obrazek 26) .
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Obrazek 25. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze

Enterococcus faecalis
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Obrazek 26. Vliv monokaprinu na specifickou rstovou rychlost

Enterococcus faecalis
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6.5 Puasobeni 1l-monokaprinu na rist Staphylococcus aureus
subsp. aureus CCM 3953

Monokaprin o koncentraci v rozmezi 25 — 1500 mg.I" byl také pouZit pro studium inhibice
ristu posledni zvolené grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953.
Z obrazku 27 lze pozorovat, ze se stoupajici koncentraci monokaprinu se postupné zvyso-
vala doba adaptace na prosttedi s monokaprinem a nejdelsi lag faze (2 h) byla dosahnuta pii

koncentraci 250 mg.I™".

Pii koncentracich v rozmezi 25 — 100 mg.I" nejevil monokaprin zadné inhibi¢ni G¢inky na
bakterii Staphylococcus aureus, ale jakmile byla tato koncentrace navySena na
250 mg.I" doslo ke snizeni hustoty bakterialni suspenze na 24 % (obrazek 28). Koncentrace
MAG nad 250 mg.I" byla zcela inhibiéni pro tuto bakterii.

Nejmensi specificka rustova rychlost bunék bakterie Staphylococcus aureus byla zazname-
rychlosti zptisobil monokaprin pii koncentraci 250 mg.I* a to na cca 0,3 h™. Muzeme tedy
tvrdit, Ze se zvysSujici se koncentraci 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové dochéazi u
bakterie Staphylococcus aureus k rychlejsimu poklesu specifické rastové rychlosti (obrazek
29).
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Obrazek 27. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Staphylococcus aureus
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Obrazek 28. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze

Staphylococcus aureus
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Obrazek 29. Vliv monokaprinu na specifickou rstovou rychlost

Staphylococcus aureus
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6.6 Pusobeni 1-monokaprinu na rast Salmonella enterica subsp. enterica
ser. Enteritidis CCM 4420

Pro sledovani vlivu monokaprinu na rist bun¢k bakterie Salmonella enterica CCM 4420 byl

opét pouzit 1-monoacylgylcerol kyseliny kaprinové o koncentracich v rozmezi

25 — 1500 mg.I™".

Buriky bakterie Salmonella enterica rostly v prostiedi s monokaprinem az do koncentrace
1000 mg.I™. Pii této koncentraci byla zjisténa doba lag fize 3,5 h, coZ je vyrazné zvyseni
oproti rastu v prostfedi bez MAG, kdy byla doba lag faze kratsi nez 0,5 h (obrazek 30). U
koncentraci MAG v rozmezi 25 — 250 mg.I"* byla pozorovana piiblizng stejnd doba adaptace

bunék jako u kontroly a to cca 0,5 h.
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Obrazek 30. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Salmonella enterica

Pii aplikaci monokaprinu v koncentracich 25 — 250 mg.I" nebyl zaznamenén prakticky zad-

ny inhibi¢ni efekt na burky bakterie Salmonella enterica.

Zobrazku 31 je patrné, Ze v pfitomnosti monokaprinu o koncentracich
25 — 100 mg.I" rostly buiiky stejné jako v kontrolnim bujénu. U n&kterych koncentraci byl
rust dokonce o néco vyssi. Tento jev je pravdépodobné zpiisoben tim, Ze buiiky mohly

MAG vyuzivat jako zdroj uhliku, a tim doslo k nepatrné vy$§imu néartstu oproti kontrole.
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Nejucinngjsi v inhibici bakterie Salmonella enterica byla druha nejvyssi koncentrace mono-
kaprinu (1000 mg.I™). Hustota bakterialni suspenze se snizila pfiblizné na 37 %. Vyrazngjsi
pokles ristu Dbakteridlni suspenze byl dosdhnut u koncentraci v rozmezi

250 — 1000 mg.I" (obrazek 31).
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Obrazek 31. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Salmonella enterica

Specificka ristova rychlost v kontrolnim bujénu byla pfiblizng 1,2 h™. K nejvyrazngjsimu
poklesu rychlosti rustu bakteridlni suspenze doslo az pii druhé nejvyssi koncentraci

(1000 mg.I") a to na cca 0,2 h™(obrazek 32).
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Obrazek 32. Vliv monokaprinu na specifickou ristovou rychlost

Salmonella enterica

6.7 Puasobeni 1l-monokaprinu na rast Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955

Pro zkoumani inhibi¢niho u¢inku monoacylglycerolu kyseliny kaprinové vici bakterii Pseu-
domonas aeruginosa CCM 3955 byly pouzity opét koncentrace v rozmezi
25 — 1500 mg.lI*. Po 24 hodinové kultivaci byla u koncentraci v rozmezi
25 — 100 mg.I" zaznamenana nejkratsi doba lag faze, a to kolem cca 1 h. Pom&rné delsi
dobu ptizptisobovani se bun¢k na prostiedi s MAG (cca 8 h) zptisoboval monokaprin pii
koncentraci 500 mg.I" (obrazek 33). Nejdéle se buiiky bakterie Pseudomonas aeruginosa
prizptisobovaly piitomnosti MAG pii druhé nejvyssi koncentraci (1000 mg.I"), u niz byla

zaznamenana doba lag faze 19 h.
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Obrazek 33. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Pseudomonas aeruginosa

Obrazek 34 znazornuje vliv MAG na optickou denzitu bun¢k P. aeruginosa. Nizsi koncent-
race MAG nezptisobily témét zadny pokles bakterialni suspenze oproti kontrole bez mono-
kaprinu. Teprve pii koncentracich MAG 250 a 500 mg.I" byl pozorovan mirny pokles inde-
XU rastu bunék, a to na cca 80 %. NejvEtsi snizeni hustoty bakteridlni suspenze (oproti kon-
trole bez MAG) na 36 % zptisobil monokaprin p¥i koncentraci 1000 mg.I". Nejvétsi inhibig-
ni uCinek vuci bakterii Pseudomonas aeruginosa vykazoval monokaprin pii nejvyssi kon-

centraci (1500 mg.I™), pii niz nebyl pozorovan narst této bakterie.

Pii vyssich koncentracich doslo také k vyraznému sniZeni specifické rtistové rychlosti (obra-
koncentraci doslo pouze k mirnému poklesu této rychlosti a teprve az pti koncentracich 500
a 1000 mg.I" byly vice patrné inhibi¢ni Gi¢inky monokaprinu, nebot’ doslo ke snizeni speci-

fické ristové rychlosti na 0,26 h™.
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Obrazek 34. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze

Pseudomonas aeruginosa
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Obrazek 35. Vliv monokaprinu na specifickou rstovou rychlost

Pseudomonas aeruginosa

6.8 Piisobeni 1-monokaprinu na rist Proteus mirabilis CCM 7188

Vysledky u¢inku MAG kyseliny kaprinové na rist bun¢k Proteus mirabilis CCM 7188 zna-

zorfiuje obrazek 36.
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Po 24 hodinové kultivaci lze pozorovat pri koncentracich
25 — 500 mg.I"* mirné zvyseni doby lag faze ve srovnani s kontrolnim bujénem bez mono-
kaprinu (0,2 h). Vyrazné&jsiho zvyseni doby lag faze bylo vSak dosahnuto az pii vyssich kon-
centracich (1000 a 1500 mg.I"), kde doba adaptace bunék odpovidala pii koncentraci
1000 mg.I™* hodnoté 11 h a v ptipadé nejvyssi koncentrace dobé 18 h.

Pti nizSich koncentracich se také téméf nezmenila hustota bakteridlni suspenze, coz dokazu-
je, ze monokaprin pfi nizSich koncentracich nema pfili§ inhibi¢ni u¢inky na bunky bakterie
Proteus mirabilis (obrazek 37). Avsak pti koncentracich 250 mg.I™" a vyssich byl zazname-
nan pokles hustoty bakterialnich bun¢k az na 30 % po srovnani s kontrolnim bujonem bez

monokaprinu. Nejvice byl tedy monokaprin inhibujici pii nejvyssi koncentraci (1500 mg.I™).
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Obrazek 36. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Proteus mirabilis
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Obrazek 37. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Proteus mirabilis

U bakterie Proteus mirabilis doslo ptisobenim monokaprinu ke snizovani specifické rustové
rychlosti (obrazek 38). Specificka rustova rychlost kontrolniho bujonu bez MAG byla 1,65
h' a pti aplikovani MAG o koncentracich v rozmezi 250 — 1500 mg.I" doslo k pomérng
vyraznému poklesu této specifické riistové rychlosti. Nejvyssi pokles rychlosti ristu bakteri-

alnich bungk P. mirabilis byl zaznamenan pii koncentraci 500 mg.I"* a to cca na 0,27 h™.
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Obrazek 38. Vliv monokaprinu na specifickou rtstovou rychlost Proteus mirabilis
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6.9 Pusobeni 1-monokaprinu na rist Citrobacter freundii CCM 7187

Dalsi mikroorganismus, na jehoz rust byl testovan vliv 1-monoacylglycerolu kyseliny kapri-
nové, byl Citrobacter freundii CCM 7187. Pro studie byly opét piipraveny koncentrace
monokaprinu v rozmezi 25 — 1500 mg.I" a opétovné kultivovani po dobu 24 hodin.
S postupnym zvySovanim koncentraci se prodluzovala doba ptizpiisobovani bun¢k prostredi
s MAG (obrazek 39). Monokaprin prodlouzil nejvice dobu lag faze pfi koncentraci

1000 mg.I™, a to na 2 h ve srovnani s kontrolnim bujonem bez MAG (cca 0,3 h).

Monokaprin pfi koncentracich v rozmezi 25 — 250 mg.I" nem¢l inhibiéni G¢inky na rist
C. freundii CCM 7187. Inhibi¢ni u¢inky zacal zvoleny MAG vykazovat az pii vyssich kon-
centracich (500 a 1000 mg.I™"), pii nichz se hustota bakterialnich bun&k snizila asi na
30 % (obrazek 40).

Pii stejnych koncentracich (500 a 1000 mg.I™") maizeme také sledovat nejvétsi pokles speci-
fické rastové rychlosti (obrazek 41). U kontrolniho bujonu odpovida specificka rastova
rychlost hodnoté asi 1,1 h™ a jeji pokles na hodnotu 0,27 h™ byl zptsoben piidavkem mo-
nokaprinu o koncentraci 1000 mg.I™. Pi nejvyssi aplikované koncentraci nebyl zaznamenan

zadny narust bakterie Citrobacter freundii.
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Obrazek 39. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Citrobacter freundii
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Obrazek 40. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Citrobacter freundii
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Obrazek 41. Vliv monokaprinu na specifickou rstovou rychlost

Citrobacter freundii

6.10 Inhibi¢ni ucinek 1-monokaprinu na rast Escherichia coli CCM 3954

Posledni gramnegativni bakterii, u niz byl studovan pokles ristu vlivem monokaprinu, byla
Escherichia coli CCM 3954. Zvoleny MAG byl opét pouzit v rozmezi koncentraci
25 — 1500 mg.I" a opét byla pouzita kultivace po dobu 24 hodin.
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Obrazek 42 znazornuje, ze stejné jako u bakterie Citrobacter freundii doslo pii nizsich kon-
centracich ( 25 — 250 mg.I"") pouze k méné vyraznému prodlouzeni doby lag faze (okolo 1
h) oproti kontrolnim bujonu bez ptidavku monokaprinu (pfiblizné 0,7 h). Ve srovnani s
kontrolnim bujénem byla doba adaptace bun€k Vv prostiedi s monkaprinem nejdelsi pti kon-

centraci 1000 mg.I"* (vice nez 4 h).
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Obrazek 42. Vliv monokaprinu na dobu lag faze Escheichia coli

Na obrazku 43 muZzeme pozorovat, Ze s ristem koncentraci se snizovala hustota bakterial-
nich bunék. Pfi nejvyssi testované koncentraci (1500 mg.I™") vykazoval monokaprin nejvétsi
inhibi¢ni u¢inek. Nejvyssi koncentrace (1000 mg.I™), p¥i niZ byl jesté zaznamenén rast bak-

terie Escherichia coli, snizila hustotu bakterialni suspenze na 30 % .
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Obrazek 43. Vliv monokaprinu na hustotu bunééné suspenze Escherichia coli

Piidavkem 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové o koncentraci 1000 mg.I"* se sniZila
také specifickd riistova rychlost bundk bakterie Escherichia coli z hodnoty 1,4 h™, coz byla
hodnota specifické ristové rychlosti bunék piitomnych v bujonu bez MAG, na hodnotu
0,46 h™ (obrazek 44).
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Obrazek 44. Vliv monokaprinu na specifickou rtstovou rychlost Escherichia coli
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7 DISKUZE

Lidé jsou kazdy den vystaveni vlivu mnoha chemickych latek. Nékteré jsou pro zivot pro-
spésné¢ a dulezité (naptf. hlavni slozky potravin), avSak nckteré, které jsou pritomny
V potravinach nebo prostfedi mohou vyvolavat nezaddouci zdravotni problémy [50].
V potravinach se mohou vyskytovat chemické latky jak rostlinného tak i zivo¢isného ptivo-
du. V procesu vyroby mohou byt potraviny kontaminovany fadou mikroorganismi a mutize
tak dojit k poruseni zdravotni nezavadnosti potravin a tim k ohroZeni lidského zdravi. Mik-
roorganismy, které se do lidského organizmu dostavaji potravou mohou vyvolat onemocng-
ni jako je napf. salmonel6za. Mikroorganismy mohou také lidské zdravi ohrozit tak, Ze v
potraviné vytvori toxické latky, které po konzumaci u ¢lovéka mohou vyvolat zavazna
onemocnéni. Piikladem takovych latek mohou byt napt. botulotoxin, toxin ,,zlatého stafylo-

koka®, toxiny plisni apod. [6].

Mikroorganizmy lze v potravinach inhibovat fyzikalnimi metodami (napf. zvySenim nebo
snizenim teploty, snizenim vodni aktivity prostfedi) nebo také pridanim latek
s antimikrobialnimi vlastnostmi [24]. Mezi takové latky se fadi také aditivni (pfidatné) latky,
jejichz vlastnosti je nejvice vyuzivano v potravinaiském prumyslu. V soucasné dobé jsou v

potravinaistvi jako aditivni latky hojné pouzivany monoacylglyceroly mastnych kyselin.

Cilem této prace bylo sledovani inhibi¢niho uc¢inku monoacylglycerolu u 5 kmena grampo-
zitvnich a 5 kmend gramnegativnich bakterii. Pro testovani inhibicniho uc¢inku
monoacylglycerolu byl zvolen MAG nasycené mastné kyseliny, obsahujici ve svém fetézci
10 atoml uhliku, MAG kyseliny kaprinové. Pro studii riistu bakterii v pfitomnosti MAG

byly piipraveny koncentrace 1-monoacylglycerolu v rozmezi 25 — 1500 mg.I™.

Z experimentu je patrné, ze u grampozitivnich bakterii dochazelo jiz pii nizsich koncentra-
cich k inhibici riistu. Nejméné odolnym mikroorganismem z testovanych grampozitivnich
bakterii vii¢i ptisobeni monokparinu byl Micrococcus luteus, u néhoz po aplikovani MAG o
koncentraci 50 mg.I" nebyl sledovan zadny nartist bunék. Pomérné citliva byla bakterie Ba-
cillus cereus, jejiz riist pii koncentraci MAG 100 mg.1" poklesl o 35 %. Také pii aplikovani

této koncentrace byl zcela inhibovan Bacillus subtilis.
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NejodoIngjsi z grampozitivnich bakterii vi¢i ptsobeni monokaprinu byl Staphylococcus
aureus, jelikoz nebyl zaznamenan zadny pokles rustu pii aplikovanych koncentracich
Vv rozmezi 25 — 100 mg.I"". K vyrazné inhibici této bakterie doslo az v piitomnosti monokap-

rinu o koncentraci 250 mg.I", kdy jsme mohli sledovat pokles ristu o cca 76 %.

U vSech gramnegativnich bakterii byl zaznamenan riist bun¢k jesté pti druhé nejvyssi kon-
centraci MAG kyseliny kaprinové, coz svéd¢i o tom, ze gramnegativni bakterie byly vici

monokaprinu odoIngjsi nez bakterie grampozitivni.

V prosttedi s monokaprinem byl u testovanych gramnegativnich bakterii pozorovan nejveétsi
pokles riistu bakterie Escherichia coli, u které dolo p¥i koncentraci 1000 mg.I" ke snizeni
hustoty bunék o 70 %. Podobné jako E. coli byla citliva i bakterie Pseudomonas aerugino-
sa. Po aplikovani MAG o koncentraci 1000 mg.I" byla z gramnegativnich bakterii nejméng
citliva Citrobacter freundii, u které doslo pouze k poklesu rustu o 47 %. NejodoIngjsi tes-
tovanou bakterii byl Proteus mirabilis, u niz bylo moZzné pozorovat nartst i pii nejvyssi
aplikované koncentraci 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové. Pii této koncentraci doslo
K inhibici riistu pouze o 70 %.

Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae byly viuc¢i nepiiznivym podminkam prostiedi pomérné
odolné. Antimikrobialni efekt kyseliny kaprinové u téchto bakterii byl sledovan az pii vys-
Sich koncentracich.

Z vysledku experimentu vyplyva, ze na 1-monoacylglycerol kyseliny kaprinové byly citlivéj-

§i kmeny grampozitivnich bakterii nez kmeny gramnegativnich bakterii.
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8 ZAVER

V bakalatfské praci bylo sledovano pusobeni 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprinové na
rust vybranych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki Ize tvrdit, Ze:

= vybrané grampozitvni bakterie se ukazaly na vliv 1-monoacylglycerolu kyseliny

kaprinové citlivéjsi nez testované gramnegativni bakterie,

= spostupné se zvySujici koncentraci aplikovaného monokaprinu dochazelo k po-
stupné inhibici bakterialni suspenze,

vwr

vSech testovanych bakterii nejcitlivéjsi Micrococcus luteus,

= nejodolnéjsim mikroorganismem vysel Proteus mirabilis, u kterého byl pozorovan
rust i pii nejvyssi aplikované koncentraci monokaprinu.
= U grampozitivnich bakterii nedoslo k nartistu bunék jiz po aplikovani monokparinu

o koncentraci 500 mg.I*,

= gramnegativni bakterie byly nejvice inhibovany pii koncentraci monokaprinu 1000

mg.I" s vyjimkou bakterie Proteus mirabilis.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
MAG Monoacylglycerol

TAG  Triacylglycerol

OV Olej ve vode

VIO  Vodav oleji

Cso Kyseliny kaprylova

Ciuwo  Kyselina kaprinova

Ci20  Kyselina laurova

Cuo  Kyselina myristova

MIC  Minimalni inhibi¢ni koncentrace
CCM  Ceska sbirka mikroorganizmil
MPB  Masopeptonovy bujon

MPA  Masopeptonovy agar

0O.D.  Opticka denzita
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PII1. Pisobeni 1-monokaprinu na rust Micrococcus luteus CCM 732
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PVI. Pisobeni 1-monokaprinu na rist Salmonella enterica subsp. enterica
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PVII. Pisobeni 1-monokaprinu na rust Pseudomonas aeruginosa CCM
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PVIII. Pisobeni 1-monokaprinu na rist Proteus mirabilis CCM 7188
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P1X. Pasobeni 1-monokaprinu na rast Citrobacter freundii CCM 7187

1,400
L
1,200 “’O,;l-!
o A
1000 "‘,-.O A A Kontrola
' st 000 L aat *25mg/l
—~ --!! AAAA
E 0,800 _','.g' 2224 = 50 mg/l
g an?® 4 © 100 mg/l
@ nls® e
= B, 2 250 mg/l
g 0,600 i cogs
o .='.OoOOOOA‘ y x 500 mg/l
0.400 _j;!gooo aat L +1000 mg/l
' ® 00" Al x XXX + 1500 mg/l
a0 AA XXX XXX XXX g
‘ o] AA Xxxx
0200 | —ao0s pARHCTT L al. ot
! .R k* 4 +++++++ + +
%g $++++++ + 000000000000
oo WERBSSeen L ieatani ataeeeteTOTOOO0TOTT
0 5 10 15 20 25
Cas (h)
PX. Pisobeni 1-monokaprinu na rust Escherichia coli CCM 3954
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