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ABSTRAKT

Podstatou bakalarské prace bylo urcit citlivost vybranych bakterii vii¢i i¢inkim monolau-
rinu. Monolaurin je povazovan za piirodni surfaktant, ktery nachézi Siroké uplatnéni jako
emulgator v potravindiském a kosmetickém primyslu. Antimikrobidlni aktivita byla uréena
jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace monolaurinu. Vysledky ukazuji, Ze bakterie
s bunécnou sténou grampozitivniho typu jsou pomérné citlivé k d¢inklim monoacylglycero-
lu kyseliny laurové. Pro Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus byla stano-
vena minimalni inhibi¢ni koncentrace 25 pg.ml’. Monolaurin v koncentracich do
1500 pg.ml™ neprekédzel v ristu bakterii s gramnegativni bun&tnou sténou, s vyjimkou ro-

du Pseudomonas.

Klic¢ova slova: monolaurin, minimalni inhibi¢ni koncentrace, bakterie

ABSTRACT

The objectives of this study were to determine the in vitro susceptibility of selected bacteria
to monolaurin commonly present in bovine milk fat. Glycerin monolaurate is a naturally
occuring surfactant that is used widely as an emulsifier in food and cosmetics industries.
Antimicrobial activity was expressed as minimum inhibitory concentration. The results
indicate that grampositive bacteria are guite sensitive to monoacylglyceride of lauric acid.
Minimal inhibitory concentrations showed that monolaurin at concentration of 25 pg.ml™
is able to stop completely the growth of Bacillus cereus, Bacillus subtilis and Micrococcus
Iuteus. Monolaurate at concentrations up to 1500 pg.ml”' did not inhibit growth against

gramnegative bacteria with except in genus Pseudomonas.

Keywords: monolaurate, minimum inhibitory concentration, bacteria
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UVOD

JiZ odeddvna jsou pii piipravé potravin vyuzivany metody, které slouzi k uchovani jejich
Cerstvosti a zdravotni nezdvadnosti, a to z divodu kompenzace sezénnich vykyvi ¢i nedro-
dy. Metody mohou byt fyzikalni, chemické nebo biologické. Mezi zakladni fyzikalni meto-
dy pro prodlouzeni tdrZnosti potravin patiilo suseni, chlazeni a tepelné zpracovani, z bio-
logickych metod fermentace. Podstatou chemickych metod byl pifidavek konzervaénich
latek, z nichz nejvice byly pouZzivany sil, dusitany a sifi¢itany. Postupem Casu se ptidavaly
1 jiné konzervacni prostiedky jako jsou kyseliny sorbovd a benzoovad a jejich soli.
V posledni dobé¢ je snahou vyrobcli minimalizovat pouziti syntetickych latek a vyhovét tak
spotiebitelim, ktefi uptednostnuji latky pfirodni povahy. Pravé monoacylglyceroly jsou
latky ptirodniho charakteru, u kterych byla prokdzana antimikrobidlni aktivita proti Siroké
Skéle mikroorganizmu podilejicich se na kaZeni potravin a vzniku alimentdrntho onemoc-
néni. Monoacylglyceroly spliiuji i jiné pozadavky na antimikrobidlni latky. Pro udrzeni ve
vodném prostiedi, které je vhodné pro riist mikroorganizmi, je nezbytnd hydrofilita. Z da-
vodu interakce s cytoplazmatickou membranou je dulezity lipofilni charakter. Dalsi vyho-
dou oproti antibiotikiim je n¢kolik nespecifickych mechanizmi ptisobeni, coZ znesnadnuje

VyVoj rezistence.

Podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi €. 4/2008 sb. jsou monoacylglyceroly oznacova-
ny jako ptidatné latky, které se mohou pouzivat pii vyrob¢ potravin v podob¢ emulgitort
[1], . latek se schopnosti sniZovat mezipovrchové napéti na rozhrani dvou nemisitelnych

kapalin.
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1 ESTERY GLYCEROLU

Glycerol (1,2,3- propantriol) je trojsytny alkohol, viskdzni hygroskopickd kapalina sladké

chuti, dobfe rozpustna ve vodé [2].

Na glycerol mize byt estericky vdzana jedna, dvé nebo tii mastné kyseliny (MK). Podle

poctu vazanych zbytki rozliSujeme tfi typy: (Obr. 1)
® monoacylglyceroly (MAG),
e diacylglyceroly (DAG),

e triacylglyceroly (TAG) [3].

CH; —0O-CO-R CHz—OH CH;-0-CO-R
I I I
r|:H—DH CH-O-CO-R CH-O-CO-R;
I I
CHz - OH CHz - OH CHa, - OH
1-MAG 2-MAG 12-DAG
CH;-0-CO-R CHz;—0O-CO-R
I I
CH- OH CH-O-CO-Ry
I I
CH;—0-CO-R; CHz—0-CO-R;
13-DAG TAG

Obr. 1. Estery glyceroli [3]

1.1 Monoacylglyceroly

1.1.1 Charakteristika monoacylglycerolu

U monoacylglycerolil je na glycerol esterové vdzana jen jedna mastnd kyselina. Substituci
jednoho vodiku hydroxylové skupiny acylem mohou vzniknout dva izomerni monoacylgly-
ceroly, tj. 1-monoacylglycerol a 2-monoacylglycerol. V potravinich se vSak nejcastéji vy-

skytuji 1-monoacylglyceroly [4,5].
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Monoacylglyceroly jsou oznacovany jako parcidlni estery. Estery glycerolu s nasycenymi
mastnymi kyselinami jsou vétSinou tuhé, polymorfni krystalické latky [4]. Body tdni jsou
blizké bodiim tani jednotlivych mastnych kyselin. Monoacylglyceroly se vyznacuji svou
rozpustnosti v alkoholu a organickych rozpoustédlech (chloroform, dietyleter),

v petroletheru jsou vSak nerozpustné [3].

MAG se pfirozen¢ nachdzeji v mlé¢ném tuku, jehoZ soucdsti je i TAG, fosfoglyceridy a
sfingolipidy. Déle obsahuje Siroké spektrum mastnych kyselin. Mezi nasycené MK obsaze-
né v mlécném tuku patii kyselina méaselna (Cq.9), kapronova (Ce.0), kaprylova (Cs.o), kapri-
nova (Cioo), laurova (Cjp) a palmitova (Cieo), z nenasycenych MK kyselina olejova
(Cig:1) a linolova (Cis.2). TAG, které predstavuji vyznamnou sloZku mlécného tuku, jsou
Zalude¢nimi lipdzami rozlozené na MK a MAG. Na rozdil od TAG a DAG maji MAG a
MK antimikrobialni vlastnosti [6].

1.1.2 Piiprava monoacylgyceroli

Prvni zminka o synteticky vyrobeném monoacylglycerolu pochdzi z roku 1853, pocatky
pramyslové vyroby byly zaznamenany v roce 1960, kdy byl MAG vyroben pomoci glycero-
lyzy z TAG. V dne$ni dobé jsou MAG vyrdabéné chemickou syntézou z riznorodych sub-

stratli a jejich derivata [7].

Monoacylglyceroly se mohou vyrabét nasledujicimi zptisoby:

e glycerolyzou,

esterifikaci karboxylovych kyselin s alkoholy,

hydrolyzou estert,

adici MK na glycidol otevienim epoxidového kruhu [5, 7].

1.1.2.1 Glycerolyza

Monoacylglyceroly se nejcastéji vyrabi reesterifikaci tukii glycerolem nebo-li glycerolyzou.
Jednd se o reakci triacylglycerolu s glycerolem (Obr. 2). Reakce se provadi pii vysokych

teplotach 200 — 240 °C. Dulezitéd je pfitomnost alkalickych katalyzétorii, kterymi mohou
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byt oxid vdpenaty nebo hydroxid draselny. Glycerolyza je ukoncena pfi teploté 203 °C za
jednu hodinu. Reakéni smés se ochladi a katalyzétor se rozloZi kyselinou fosfore¢nou nebo
citronovou. Nerozpustény glycerol se odstiedi nebo se odstrani samovolnou sedimentaci.
Pfi tomto procesu vznikd smés monoacylglyceroli (50 — 55 %), diacylglycerolti (30 —

35 %), triacylglycerolt (5 %), volnych mastnych kyselin (1 %) a glycerolu (8 %) [5].

Produkty glycerolyzy se ddle upravuji molekulédrni destilaci, kdy se zvysi obsah monoacyl-
glycerolu az na 95 %. Molekuldrni destilace probihd ve tfech destilacnich stupnich. Nej-
prve se oddestiluje ¢4st volného glycerolu pifi teplot¢ 160 °C a tlaku
0,2 — 1 kPa. Poté se teplota zvysi na 180 °C a tlak 5 — 10 Pa a dochazi k oddestilovani
zbytku glycerolu, volnych mastnych kyselin a malého mnoZstvi monoacylglycerolli o niz§{
molekuldrni hmotnosti. Vlastni destilace monoacylglycerolti probihd v posledni fazi pfi

teploté 200 — 210 °C a tlaku 0,8 — 4 Pa [5].

CHz-O-CO-R CHy; -0OH CHz-0O-CO-R CHz-0O-CO-R

CliH—D—CO—Rg + CllH—OH — CliH—DH + CliH—OH

Ll_:Hg—Cl—CD—R; i_l'ng-OH Clng- OH L’LH;—D—CD—R3
TAG GLYT 1-MAG 13-DAG

Obr. 2. Glycerolyza tuki [5]

1.1.2.2 Esterifikacni reakce karboxylovych kyselin s alkoholy

Esterifikace karboxylovych kyselin s alkoholy je povaZzovéna za iontovou reakci. Vysled-
kem reakce karboxylovych kyselin s alkoholy jsou estery a voda. Pii této reakci nejdiive
vznikaji monoacylglyceroly, z nichZ dalsi esterifikaci vznikaji diacylglyceroly a triacylgly-
ceroly (Obr. 3). Reakce je ovlivnéna piitomnosti katalyzatorti. Nejcastéji se pouzivaji kata-
lyzatory alkalické, obzvlasté hydroxylové ionty, také se mohou pouzivat alkoholaty alka-
lickych kovii. Méng Casté je pouzivani kyselych katalyzatort jako je kyselina sirovd, rizné
sulfonové kyseliny nebo fluorid bority [5].

Mechanizmus esterifikace zahrnuje nckolik krokti. V prvni fazi vytvoii kyselina

s vodikovym iontem vazbu s hydroxylovou skupinou, poté dochazi k disociaci za odstépeni

vody. Uvolnény uhlikovy atom se vdZe na hydroxylovou skupinu alkoholu. V posledni fazi
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se od kladn¢ nabitého kyslikového atomu odstépi proton, to mé za nasledek obnoveni kyse-

losti prosttedi a vznika ester [3].

C'H; —OH CHy —0-CO-Ry CH —0-CO-Fy
|

cH-oH FTFRrCO0H oy oy FRaCOOH |y oy

| -Hz0 | -H30 |

CH; —OH CH; -OH C'H; -O-CO-Fy
GLY 1.MAG 13.DAG

1.1.2.3 Hydrolyza esterii

Obr. 3. Schéma esterifikace [3]

+ Fz-C00OH
— Y »

- Haio

C'H; —0—CO-Ry

CH -0—CO-Fs
|

(C'Hy -0-C0-Fy

TAG

Hydrolyza je opakem esterifikace. Hydrolyzu esterii podporuje voda, které je v potravinach

obvykle ptebytek, a proto maji hydrolytické reakce v potravinich vétsi vyznam nez esteri-

fikacni reakce. Na reakci ma velky vliv pH prostiedi, protoZe jde o iontovou reakci. Reakce

je podporovana piitomnosti katalyzdtorti, kterymi mohou byt kyseliny nebo hydroxylové

ionty [3]. Mechanizmus reakce spociva v tom, Ze molekula triacyglycerolu piijme moleku-

lu vody, dojde k odSt€peni mastné kyseliny a vzniku diacylglycerolu. Dalsi hydrolyzou

postupné vznikd monoacylglycerol aZ volny glycerol (Obr. 4). V souCasnosti tato reakce

slouzi k vyrobé mastnych kyselin, monoacylglyceroly jsou vedlejSimi produkty a proto

musi byt ze smési izolovany [5].

CH;-0-CO-R

| +H-0
CH-0O-C0O-Fy 1—.
| -R.COCH
CH-O0-CO-F;

TAG

CHy-0-CO-R CHy-0-CO-R CHy-CH
| +H.0 | +H.0 |

CH-0-C0O-F; &=——, CH-0H +— CH-H
| RCOOH | -RCOCH |

CHy- OH CHy- OH CHy- OH

12DAG 1 MAG Glycerol

Obr. 4. Priibeh hydrolyzy [3]
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1.1.2.4 Adice MK na glycidol otevienim epoxidového kruhu

Mezi dalsi zptisoby syntézy monoacylglycerolil patii otevieni epoxidového kruhu glycidolu
(2,3-epoxy-1-propanolu) s nésledujici nukleofilni adici mastnych kyselin (Obr. 5). Jako
katalyzatory se pouZivaji tercidlni aminy, amoniové soli a komplexy tranzitnich kovi jako
je chrom, titan nebo kobalt. Reakce se vyznacuje vysokou regiospecifitou a univerzalnosti.
Vysokd vytéznost, snadnd piiprava, malé mnoZstvi katalyzatoru a relativné nizkd reakcni
teplota (90 °C) piindSeji velké vyhody pouZitelnosti uvedené metody. Vysledny produkt

obsahuje ¢ast piimesi (katalyzétor a glycidol), proto se provadi jeho precisténi [8].

CHz __ CHy — O-CO-R
| O + R-COOH — |
(le 4 CH- OH
|
CHE_ ':]H CHE— DH
glycidel MK MAG

Obr. 5. Schéma adice MK na glycidol [7]

1.1.3 Vyznam monoacylglyceroli

MAG jsou povaZzovany za neionogenni surfaktanty se Sirokym uplatnénim jako emulgatory

v potravindiském, kosmetickém a farmaceutickém odvétvi.

Jejich vyznam spoc¢ivd v amfifilni struktufe, zahrnujici alifaticky lipofilni fetézec a dvé
hydroxylové skupiny tvotici hydrofilni ¢ast [7]. Vlastnosti emulgatort jsou zdvislé na po-
meéru velikosti hydrofilni a hydrofobni ¢4sti molekuly, coz uddva hodnota HLB (hydrofo-
bic- lipofilic balance). Monoacylglyceroly maji hodnotu HLB velmi nizkou [5]. Maji vétsi
zastoupeni ve své lipofilni ¢4sti, proto se vyznacuji tendenci tvofit emulze typu voda v oleji
(V/O) [7]. Emulgatory umoZznuji vznik a stabilizaci emulzi. Jejich ucinek spociva ve snize-

ni mezipovrchového napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin [10].

Pti zahiivani MAG ve vodé dochdzi k jejich roztaveni za tvorby gelu. Struktura gelu je

lamelarni a podoba se lipidovym dvojvrstvdm [9]. Ve vodném roztoku se seskupuji tak, Ze
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tvofi hydrofilni obal, uvniti kterého jsou hydrofobni ¢éasti. Povaha uhlikového fetézce
MAG ma vliv na teplotu tani. Se zvySujicim poc¢tem uhliki se teplota tani zvysuje, se zvy-

Sujicim poctem dvojnych vazeb se naopak snizuje [7].

V potravindiském priimyslu, kde se destilovany MAG vyuziva od roku 1969, zlepsuji kon-
zistenci, nutricni a organoleptické vlastnosti potravin. Uplatnéni nachdzi hlavné pfi techno-
logickém zpracovani margarinii, mrazenych smetanovych krémil a pekarenskych vyrobkt

[7].

V mlékdrenském primyslu se MAG pouZivaji pti vyrobé mrazenych smetanovych krémd.
Usnadnuji zaslehavani vzduchu, vyrobku davaji vétsi pevnost a zjemnuji jeho strukturu.
Krom¢ monoacylglycerovych emulgitorii se mohou pouZivat sorbitanové estery a jejich

smési s oxyetylovanymi emulgétory [7, 11].

V cukrovinkafské technologii nahradily vajecny bilek pii primyslové vyrobé Slehanych

hmot [7].

Mezi dualezité vlastnosti monoacylglycerolii patfi schopnost interakce s bilkovinami mou-
ky. Vysledkem interakce je zlepSeni reologickych vlastnosti kynutych tést. Podili se na
zvySeni pruznosti tésta, i pokud byla na pfipravu tésta pouZita mouka s malym obsahem
lepku. ZlepSena struktura tésta zadrzuje CO, vznikajici pfi kynuti, coZ ma za nasledek rov-

nomérnou poérovitost, kiehkost a vétsi objem kone¢ného produktu [7].

Pro zajisténi jemné distribuce kapek vody v olejové fazi, stabilni krystalickou strukturu a
roztiratelnost patii MAG mezi zdkladni pfisady pfi vyrobé emulgovanych tukd. V tukovém
pramyslu se mohou uplatnit destilované nasycené MAG v rozmezi 0,2 az 0,5 % nebo ne-
destilovand smés v rozmezi 0,3 az 0,6 % [9]. NejCastéji se pouzivaji MAG kyseliny stearo-
vé, palmitové, olejové a linolové [7]. MAG jsou také soucdsti margarinti s nizkym obsa-
hem tuku. V téchto vyrobcich je obsah tukii mensi neZ obsah vody, a proto jsou pfidavany

MAG obsahujici ve své molekule nenasycenou MK [9].

V kosmetickém prumyslu se MAG vyuZivaji pro svou odolnost vii¢i oxidaci, chemickou
netecnost, bezbarvost, snaSenlivost pokozkou a sliznici, emulgacni vlastnosti a déle se
uplatnuji jako emolienty. Dals{ vlastnosti MAG je vybornd kompatibilita s kGizi, snadny a
rychly prinik. Ktze je pfirozené chranéna MAG majici ve své molekule kyselinu laurovou,

palmitovou a stearovou. Pfidavkem monolaurinu do krémt se zajisti ochranny film vytvo-
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fenim emulze s vodou. Timto zplsobem je pokozka také zvlaCilovéana. Vytvoreny film

s hydrofilnim povrchem mtiZe absorbovat poldrni a dermatologicky aktivni latky [7].

Monolaurin v kombinaci s jeho mono- a diacetitem je soucdsti antiperspirantd. Zlepsuji

-----

vodach z duvodu stabilizace emulze V/O/V [7].

MAG se rovnéZ uplatituji v textilnim a plastikdiském pramyslu. V plastikdfském pramyslu
se pridavaji do vyrobkl z divodu zmékcujicich, lubrika¢nich a antistatickych vlastnosti.
V textilnim primyslu se MAG pouZivaji pii vyrobé polyolefinovych vldken. U textilii zvy-

Suje odolnost vii¢i vod¢, barevnou stdlost a kontrast [7].

1.1.4 Mechanizmus ucinku mastnych kyselin a monoacylglycerolu

Na rozdil od antibiotik, mastné kyseliny a jejich estery mohou pusobit nékolika nespecific-
kymi mechanizmy. Inhibi¢ni ucinek spoc¢ivd predevS§im v negativnim plsobeni na cyto-
plazmatickou membranu, kde jsou pifitomny enzymy spojené s kyslikovou absorpci [12].
Mechanizmus neni zcela definovany, dochézi k pteruSeni propustnosti cytoplazmatické
membrany a inhibici absorbce aminokyselin [13]. Pisobeni a inhibice MK a MAG zavisi
na pouZzité koncentraci. Ve vysokych koncentracich jsou ucinky ireverzibilni a baktericidni,
kdy zpilisobuji napt. u Enterococcus faecalis pteruseni oxida¢ni fosforylace a naslednou
inhibici transportu latek zdvislych na energii. Nékteré MK brani regeneraci adenozintrifos-
fatu (ATP) a jeho ucasti v biosyntetickych reakcich bunky. Vlivem detergen¢nich tc¢inkt
nastdva poruseni cytoplazmatické membrany a odpojeni energetickych systému. Funkce
membrany jsou pferuSeny i v disledku vytvoieni vysoce uspofddané vrstvy na povrchu
bufiky. Ristové inhibice u grampozitivni bakterie (G) Bacillus cereus byla sniZzena glyko-
lytickymi slouceninami, zvlasté glukézou, fruktézou a jen mirné nebo viibec slou¢eninami,
které se uplatiiuji v citradtovém cyklu. V lidskych fibroplastech nebyl pozorovan zadny uci-
nek MK v koncentracich, které kompletn¢ inhibuji rist MO, nebyla potlacena syntéza ATP

ani transport aminokyselin [12].

Monolaurin tc¢inkuje synergicky s penicilinem G v koncentracich nizsich nez je jeho kri-
ticka micelarni koncentrace [12]. Aktivita proti gramnegativnim bakteriim (G’) se zvySuje
v kombinaci s vysokymi, nebo naopak s velmi nizkymi teplotami, okyselovacimi piipravky
a v neposledni fad€ v pfitomnosti chelatacnich ¢inidel (EDTA). Uvedené faktory ¢i latky

zvySuji pristupnost cytoplazmatické membrany. Monolaurin zabranuje produkci exoenzy-
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mu a virulenci bunék Staphylococcus aureus, inhibuje biosyntézu lipida a teichoové kyse-
liny u rodu Streptococcus. Blokuje rezistenci Enterococcus faecalis k vankomycinu, po-
vzbuzuje proteolytické enzymy zodpovédny za aktivaci autolyzy bunky. Obecné je aktivita
MAG zdvisld na piitomnosti sacharidi (Skrob), proteind (krevni albumin), lipida (fosfoli-
pidy) a povrchové aktivnich latek (cholesterol). Pfedpoklada se, Ze rezistence bakterii vici
monolaurinu je zprostiedkovdna zménami v jejich povrchové hydrofobi¢nosti omezujici

pristup k potencidlnim ciliim v cytoplazmatické membrané [13].

1.1.5 Antimikrobialni pisobeni mastnych Kkyselin a monoacylglycerolu

Antimikrobidlni ¢innost mastnych kyselin byla vyuZivana témét 4000 let ve form€ mydel.
Vyzkumy jejich antimikrobidlnich vlastnosti zacaly v 30. a 40. letech 20. stoleti. V roce
1954 navrhnul Nieman ve své ranné praci spojeni mezi piirodnimi tuky a rezistenci k bak-
terifm. Az v 70. letech vyzkumy ukazaly, Ze efekt je zavisly na pfitomnosti lipazy, ktera

uvolni mastné kyseliny a monoacylglyceroly [14].

Antimikrobidlni u¢inek MAG je zdvisly na poctu uhlikli, poloze a zastoupeni dvojnych
vazeb v fetézci mastnych kyselin. Grampozitivni bakterie jsou velmi citlivé na mastné ky-
seliny s kratkym a stfedn¢ dlouhym uhlikovym fetézcem a jejich estery [15]. Ve své bunéc-
né sténé postradaji lipopolysacharidy, proto jsou citlivéjsi k d¢inktim lipidi [16]. Bakterie
s buné¢nou sténou gramnegativniho typu jsou ponékud odolnéjsi k inhibi¢nimu udcinku

MAG [15]. Byly v8ak popsény i vyjimky, napt. Vibrio cholerae, Helicobacter pylori [16].

Antimikrobidlni aktivita monolaurinu, monoacylglycerolu kyseliny laurové, byla zkoumana
proti Siroké Skdle G* bakterif, v podminkéch in vitro a modelovych potravinovych systé-
mech. Uéinek monolaurinu se znaéné zvySuje v piitomnosti dalsich slougenin napt. EDTA
[17] a organickych kyselin, nejcastéji kyseliny mlécné [18]. Problémem pii aplikaci mono-
laurinu do potravin miiZe byt jeho sniZena rozpustnost ve vodnych roztocich a sniZend ak-
tivita v pfitomnosti urcitych slozek potravin [17]. Jeho aktivita je negativné ovliviiovdna

v pritomnosti Skrobu [18].

Laktoperoxiddzovy systém (LPS- obsahujici laktoperoxidédzu, thiokyanatan a peroxid vodi-
ku) spolu s monolaurinem patii mezi potencidlni piirodni antimikrobidlni latky, které se

mohou aplikovat do potravin. LPS je, na rozdil od monolaurinu, povazovén za latku ptiso-
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bici mikrobicidné na G~ bakterie. Jejich kombinace o koncentraci 5 — 200 mg.kg™" inhibuje
rust E. coli O157:H7 a Staphylococcus aureus. Inhibi¢ni Gc¢inek LPS v kombinaci
s nasledujicimi slouceninami klesd v potadi: kyselina palmitoolejovd, monopalmitoolein,

kyselina laurové, kaprylova, laurylsulfat sodny [19].

Dalsi latkou zvySujici antimikobidlni aktivitu proti G™ bakteriim je etylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), kterd ptsobi inhibi¢né v kombinaci s nizinem, lysozymem a monolauri-
nem. Nizké koncentrace EDTA puisobily synergicky s nizinem a lysozymem proti Listeria
monocytogenes. Dalsi synergicky efekt nastavd pti kombinaci monolaurinu s laktoferinem,
kdy dochdzi k inhibici rastu E. coli O157:H7, naopak rast E. coli O104:H21 nebyl nijak
ovlivnén [20]. Uéinek samotného nizinu se zvySuje v prostfedi s vysokym hydrostatickym
tlakem, teplotou, dusitany a dalSimi bakteriociny, organickymi kyselinami, sacharézou,
estery mastnych kyselin, enzymatickym systémem jako je laktoperoxiddza, lysozym. Nizin

spolu s monolaurinem pusobi synergicky pfi inhibici ristu Bacillus licheniformis [21].

Minimadlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) monolaurinu se méni v zdvislosti na kultivacni
teploté. MIC monolaurinu proti Listeria monocytogenes v teplotnim rozmezi 25 — 35 °C
byla 16 pg.ml™. Pokud bylo teplotni rozmezi sniZeno na 15 °C hodnoty MIC byly o polo-
vinu niz8, 8 pgml’' [17]. Monolaurin je proti L. monocytogenes vice G&nny
v odstfedéném mléce, nez v plnotucném pii teplot€¢ 4°C [18]. Déle je minimalni inhibi¢ni
koncentrace zavisld na pouzitém zivném médiu a velikost inokula [17]. Kombinovany
efekt MAG a teploty byl také pouZit na inaktivaci Bacillus cereus. Monoacylglycerol kyse-
liny laurové a linolenové sniZily odolnost spor v zavislosti na teploté, kdezto monoacylgly-
cerol kyseliny myristové a linolové odolnost spor naopak zvysily. Pfi teploté 91 °C a pouZi-
té koncentraci 988 pg.ml” byla odolnost spor nejvice snizena t¢inkem monoacylglycerolu
kyseliny laurové, dile pak linolenové, myristové a linolové. Uginek monolaurinu byl neje-
fektivnéj$i, moZnym diivodem je jeho piirodni povaha a vyborné emulgujici schopnosti
[22]. Déle byl zkouman tc¢inek monolaurinu v pfitomnosti etanolu na rtst bunék Listeria
monocytogenes. Etanol v mnozstvi do 1,25 % neinhiboval rist bunék, inhibice nastala po
ptidavku etanolu v mnozstvi 5 %. Monolaurin piisobil inhibi¢né jiZ po piidavku 0,001 %.
Pfi pouziti obou inhibi¢nich latek, etanol vyznamné¢ nesnizil ptivodni MIC monolaurinu

[23].

Trotter a kolektiv [24] se ve své studii zabyvali inhibi¢nimi G¢inky monolaurinu v riznych

hodnotach pH a koncentracich NaCl, vzhledem k rastu Streptococcus iniae (patogen kolo-
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nizujici povrch ryb). Studie ur¢ila minimélni inhibi¢ni G¢inek monolaurinu proti Strepto-
coccus iniae na 12,1 ug.ml'l. Dile byla sledovdna kombinace 6 pg.ml”’ monolaurinu
v pritomnosti 1,12 — 6,95 % NaCl pti pH vrozmezi 4,26 — 8,88. Monolaurinu

o koncentraci 6 pg.ml'redukoval rist S. iniae pti pH 6 bez ohledu na koncentraci soli.

Monolaurin se fadi mezi surfaktanty, které se pouZzivaji k redukci bakteridlnich toxint. In
vitro studie sledovala t¢inky monolaurinu na rtst a produkci toxind potencidlné patogen-
nich bakterii. Schlievert a kolektiv [25] zjistili, Ze monolaurin inhiboval rust Streptococcus
v koncentracich 10 — 20 pg.ml™", kdy se jeho ticinkem sniZovala produkce enterotoxinu a
hemolyzinu. Také byla prokdzana inhibice grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus
v koncentracich 100 — 300 pg.ml”. Rustova inhibice v§ak muZe byt potladena produkci
lyzinu. Enterotoxin uvolfiovany do prostfedi z bun¢k Escherichia coli nebyl inaktivovan
monolaurinem. Naopak koncentrace, které inaktivovaly rist Staphylococus aureus, inakti-
vovaly i jeho hemolyzin a enterotoxin A. Studie dokazuje, Ze monolaurin je U¢inny

v zabranéni produkce exotoxinil patogennich grampozitivnich bakterii.

Monoacylglycerol kyseliny laurové se pouzivd jako latka, kterd slouzi k inhibici v expo-
nencidlni fazi ristu Staphylococcus aureus. Monolaurin potlacuje rist Enterococcus faeca-

lis, ktery se vyznacuje svou rezistenci k vankomycinu [26].

Lee a kolektiv [27] hledali latku, kterd by potlacila rast S. aureus a B.cereus. Antimikro-
bidlni efekt kyseliny linolenové se zvysil po pifidavku monolaurinu. Minimdlni inhibi¢ni
koncentrace kyseliny linolenové na rast B. cereus byla 20 ug.ml'1 a S. aureus 50 ug.ml'l.
MIC monolaurinu proti B. cereus i S. aureus odpovidd hodnota 25 pg.ml”. Po ptidavku
10 ug.ml'1 monolaurinu byl pozorovadn synergicky tc¢inek s podstatnou riistovou inhibici.
MIC na rist B. cereus byla stanovena v kombinaci kyseliny linolenové o koncentraci

10 pg.ml™" a monolaurinu 10 pg.ml™. S. aureus byl pon&kud odolngjsi MIC odpovidala

ptidavku 25 pg.ml™ kyseliny linolenové, zatimco koncentrace monolaurinu zistala stejnd.

Citlivosti dvou kment Clostridium perfringens na mastné kyseliny se zabyvala ve své stu-
dii Sktfivanova a kolektiv [28]. Antimikrobidlni aktivita mastnych kyselin byla vyjadiena
jako koncentrace, ve které bylo vyuZito pouze 50 % glukézy. Kyselina laurovd méla aktivi-
tu nejvy$§i. Uginek mastnych kyselin klesal v pofadi: laurovd, myristovd, kaprinovd, olejo-
va, kaprylovd, mastné kyseliny, které maji ve své molekule mén¢ nez Sest uhlikd vyuziti

substratu neovlivnily. Kyselina laurova a kaprinova v rozmezi pH 5,0 — 5,3 vyznamné sni-
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zily pocet zivotaschopnych buné¢k obou kmenti. Kyselina laurova redukovala pocet vital-
nich bunék i pti pH vétSim jak 6.

Inhibi¢ni aktivita samotného monolaurinu proti G™ bakterii neni jiz tak vyznamnd. Na riist
G bakterii vykazuji inhibi¢ni ucinky ty monoacylglyceroly, které maji ve své molekule
navazanou jinou mastnou kyselinu. Campylobacter jejuni, ktery je nejbéznéjsi ptic¢inou
infekce prendSené potravinami, je vysoce inhibovan monokaprinem [29]. Rust Helicobac-
ter pylori vyznamn¢ inhibuje kyselina linolova a arachidonova. Kyselina laurova, jako je-
dind nasycend MK se stfedn¢ dlouhym fetézcem, CasteCné zpomaluje rust Helicobacter
pylori [30]. MIC kyseliny laurové v prosttedi o pH 7,4 je 274 pg.ml”', monolaurinu
137 pug.ml™. Snizenim hodnoty pH se zvy3uje t¢inek kyseliny laurové, kdezto tiginek mo-

nolaurinu ovlivnén neni [31].

Baktericidni aktivita MAG Cj,.; (monoacylglycerol kyseliny dodecenové) na rist vegeta-
tivnich bunék H. pylori je nékolikandsobné niZsi nez aktivita monolaurinu. Stupen nasyce-

ni je pro intenzitu u¢inku velmi dalezity [30].

Lipidy ptfidané ke kravskému mléku inaktivuji fadu patogenli napt. respiracni syncitidlni
vir (RSV), herpes simplex vir typu 1, fadu streptokokii. U kyseliny laurové byla prokdzéna
antivirové aktivita proti viru vezikuldrni stomatitidy (VSV) pii koncentraci 1000 pg.ml™
[32]. U¢inn4 je také proti RSV, kdy koncentraci 10 mmol/l doslo ke sniZeni z 6 log na

mén¢ nez 1,5 log [33].

Kontaminace potravin plisnémi je vdZnym problémem, pfedev§im produkce mykotoxint.
Jako ochranné prostfedky se pouzivaji kyselina sorbovd, benzoova a jejich soli. Bylo z;jis-
téno, Ze tvorbu plisnovych spor inhibuji také 1-laurylglycerol a 1-lauryldiglycerol. Ke stu-
dii byla smés acylglycerolu pfipravena z kokosového oleje, ktery obsahuje 45 — 48 % kyse-
liny laurové [34]. Kyselina laurovd a monolaurin maji mikrobistatické tGc¢inky na rust
Aspergilus niger. Kyselina laurova ptisobila pfi vy$$i MIC (686 pg.ml") neZ monolaurin

(55 — 494 pg.ml™) [35].
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2 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH BAKTERII

Bakterie se podle taxonomického hlediska fadi do domény Bacteria. Dle anatomické struk-
tury, chemického slozeni bunécné stény a cytoplazmatické membrany jsou bakterie ¢lenény

do tif fenotypovych oddéleni:

e Dbakterie s bunécnou sténou gramnegativniho typu,
® bakterie s bunénou sténou grampozitivniho typu,
e Dbakterie bez bunécné stény (mykoplazmata).
Kazdé odd¢leni obsahuje n¢kolik sekci, do nichZ jsou fazeny jednotlivé bakterie podle spe-

cifickych vlastnosti (tvar buiiky, vztah ke kysliku, tvorba spor) [36].

2.1 Bakterie s buné¢nou sténou gramnegativniho typu

2.1.1 Gramnegativni aerobni ty¢inky a koky

e Rod Pseudomonas
Rod Pseudomonas patii do Celedi Pseudomonadaceae. Jsou to rovné, mirn¢ zakiivené ae-
robni ty¢inky rozmért 0,5 — 1 x 1,5 — 5 um [37]. Kolonie jsou vétSich rozmért, ¢asto hlad-
ké a plazivé. Pohybuji se pomoci polarnich bi¢ikli (monotricha nebo lofotricha). Vyznacuji
se produkci ve vodé rozpustnych fenazinovych exopigmentl Zluté, zelené, modré nebo
Cervené barvy [38]. Patogenni a n¢které saprofytické druhy maji optimélni teplotu rastu
37 °C, ostatni jsou mezofilni nebo psychrotrofni [39]. Jako zdroj energie a uhliku vyuziva

nejrazngjsi organické slouceniny, nevyzaduje vysoké naroky na rastové latky [40].

Zastupci zminéného rodu se vyskytuji v piid€, povrchovych vodéch, na rostlindch, ovoci a
zelenin€. Piedstavuji prevazujici mikrofléru Cerstvych potravin. Mezi kontaminované po-
traviny patii driibezi maso a produkty motskych plodii [41], také kontaminuji obili [42].
Casto zptisobuji mikrobidlni kaZzeni masa (pfevazné od povrchu dovnitf) pfi jeho skladova-
ni za chladirenskych teplot. Tvofi dominantni druh na povrchu tvarohu a ticastni se kazeni
vajec. Pseudomonddy jsou velmi rezistentni k neptiznivym vliviim vnéjSiho prostiedi [41].
Nékteré druhy se pouZzivaji pro prumyslové oxidace riiznych organickych sloucenin, pfi
vyrobé 1ékli. Pseudomonddy patfi k mikrobim s vysokym stupném rezistence
k antibiotiklim, proto je tieba 1écbu infekci provadét vidy podle stanovené citlivosti na

antibiotika [43].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

= Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa tvofi rovné tyCinky, na jednom pélu maji bicik.
V mikroskopickém preparitu se vyskytuji jednotlivé, ziidka ve dvojicich nebo v podobé
kratSich fetizkt [37]. Vytvéii Zluto-zeleny fluoreskujici pigment (pyoverdin) nebo namod-
ralé zbarveni (pyocianin). Roste pouze za aerobnich podminek, pfi teplotich 5 — 43 °C
s rastovym optimem 37 °C [38]. Jde o pfilezitostné patogenni druh, ktery se z ptidy a vody
dostava do krmiva a s prachem na lidskou pokoZzku. K infekci dochdzi po vniknuti do ran.
Je pfiCinou hnisani ran, spalenin a zdnétu mocového méchyte [44]. P. aeruginosa mize
vyvolat akutni gastroenteritidu nebo enterokolitidu u osob s oslabenou imunitou. Zplsobuji
kontaminaci potravin (zelenina, mléko, masné vyrobky), vhodnym prostiedim jejich vysky-
tu jsou rajska jablka. Intenzivné rozklada bilkoviny, mléko alkalizuje, koaguluje a peptoni-
zuje. Mimo Zivoci$ny organismus dlouhodobé prezivd ve vlhkém prostiedi. V ptirodé je

znacn¢ rozsiteny [41].

= Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens tvoii rovné nebo nepatrné zakiivené tyCinky pohybujici se po-
moci nékolika bi¢ikii. Optimalni teplota ristu je 20 — 25 °C, roste dobte i pti 5 °C. Kolonie
maji nazelenaly odstin [38]. Vyskytuje se v pudé¢, vodé€, chlazenych potravindch, mase a
mlécnych vyrobcich. Zpisobuje rozklad bilkovin a tukl (Zluknuti masa) pii nizkych teplo-

tach [44].

2.1.2 Fakultativné anaerobni gramnegativni ty¢inky

e Rod Escherichia
Rod Escherichia patti spolu s rody Citrobacter, Proteus, Salmonella, Serratia a dal§imi do
Celedi Enterobacteriaceae [40]. Z morfologického hlediska jsou to tyCinkovité bakterie o
Sitce 0,5 — 1 um a délce 2 — 4 pm majici velky vyznam z hygienického hlediska [41]. Rod
Eschericia zahrnuje Ctyfi druhy: E. hermanii, E. fergusonii, E. vulneris a E. coli [42]. Jed-

notlivé druhy kolonizuji stfevni trakt riznych Zivoc¢icha [40].
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= Escherichia coli
Eschericia coli (diive Bacterium coli commune) je povazovana za modelovy mikroorga-
nizmus v genetice a mikrobiologii. V mikroskopickém preparétu tvoii jednotlivé tyCinky
nebo dlouhé fetizky. VétSina z nich mé peritrichni biciky, poptipadé fimbrie (pilusy). Op-
timalni teplota ristu je 37 °C, ale miZe rust v Sirokém rozmezi 15 — 45 °C. Preziva teplotu
az 55 °C po dobu 60 minut, dokonce i 60 °C po dobu 15 minut. E. coli je vici ristovym
podminkdm nendro¢nd, snadno se ptrizplisobi a roste v podobé hladkych, nizkych kolonii.
Podili se na udrZeni optimdlniho stfevniho mikrobidlniho osidleni, produkuje vitaminy

(B komplex, K). N¢které druhy mohou byt nebezpecnym patogenem [42].

E. coli je rozd€lena podle moZného onemocnéni do n¢kolika kategotii:

enteropatogenni (EPEC),
enterotoxigenni (ETEC),
enteroinvazivni (EIEC),
enterohemorrhagické (EHEC),
enteroagregativni (EAggEC) [45].

EPEC zptsobuje vodnaty prijem doprovdzeny zvracenim a horeckou, pfevazné se vyskytu-

je u déti mladsich 3 let.

ETEC je charakteristickd vodnatym prijmem s abnormdlnimi kifecemi, horeckou, malat-
nosti a zvracenim. Je podobny prijmu zptsobenym bakterii Vibrio cholerae. Je hlavni pii-

¢inou prijmu déti v rozvojovych zemi a cestovateld.

EIEC zptisobuje prijem, ktery ma velmi podobné piiznaky jako priijem zptisobeny bakterii

Shigella.
EHEC zpiisobuje krvavy prijem, dochdzi k produkci nebezpecnych vero-cytotoxinti

EAggEC charakteristickym rysem je staly prijem, ktery Casto trvd vice jak Ctrnact dnd,

zv1aste citlivé jsou déti [45].
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e Rod Salmonella
Salmonella tvoii pohyblivé tyCinky pomérné odolné vici vnéjsim vlivim. Jsou obligatné
patogenni, nékteré pouze pro Cloveka, vétSina i pro zvitata [38]. Na rostlindch a potravi-
nach prezivaji n¢kolik mésicl, zachovavaji si svou virulenci. Jsou velmi citlivé na chladi-
renské a mrazirenské teploty. K jejich devitalizaci dochdzi okamzitym zahiatim na 72 °C,
pii 57 °C za 10 minut. Pfi pasteraci mléka nebo vajecné smési jsou usmrceny [41].
V soucasnosti rod Salmonella obsahuje pouze dva druhy S. enterica a S. bongori. S. enteri-
ca se ¢leni do 6 poddruhti s vice jak 2500 sérovary. Zastupci tohoto rodu se pohybuji po-
moci bi¢ikii krom¢ S. Pullorum a S. Gallinarum. Jejich optimdlni teplota ristu je
35 — 37 °C [45]. Vyskytuji se v zazivacim traktu domdcich zvitat a hlodavcl, nemocnych
lidi a bacilonosicii, v drabezich vejcich. Pro ¢lovéka jsou primarné patogenni, pronika do
submukdzy tenkého stieva, lymfatickych cév a krevnim feciStém do jater a sleziny, kde

dochazi k aktivnimu mnoZeni [43].

=  Salmonella enterica
Mezi potravindisky vyznamné sérovary patii S. enterica subsp. enterica ser. Enteritidis, S.
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium, S. enterica subsp. enterica ser. Typhi, S. enteri-

ca subsp. enterica ser. Choleraesuis. VétSinou zptisobuji gastrointestindlni nemoci [42].

e Rod Proteus
Buniky rodu Proteus jsou velmi pohyblivé, na agarovych ptidach jsou charakteristické pla-
zivym rustem, vyznacuji se siln¢ se rozristajicimi koloniemi s dlouhymi vybézky [40].
Pti¢inou jejich pohybu je pfitomnost peritrichdln¢ umisténych bicikl. Tvar bunék je velmi
rozmanity (krom¢ tyCinek nalezneme i kulovité a vldknité tvary) [37]. Patii mezi nejrozsi-
fenéjsi proteolytické bakterie. Jde o saprofyty stfevniho ustroji zvitat a Clovéka, odkud se
dostavaji do pudy a odpadnich vod [42]. Nejcast&ji se nachdzi na potravinich bilkovinné
povahy. Izoluji se z masa, sekané a salatti rizného slozeni, déle zpisobuji kaZeni vajec,
rozkladaji tuk, jsou soucdsti mikroflory syrového mléka [41]. K antibiotikiim a dezinfek¢-
nim prostfedkiim jsou znacné rezistentni [42]. Mohou byt pfi¢inou gastroenteritid [38] a

infekci mocovych cest [43].
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= Proteus mirabilis
Jednotlivé buniky Proteus mirabilis jsou 0,5 — 0,6 x 1 — 3 um velké fakultativn€ anaerobni
tyCinky. VétSina kmeni je pohyblivd, velmi Castd je pfitomnost adhezivnich fimbrii. Vy-

znacuje se plazivym ristem a hnilobnym zapachem [37].

e Rod Citrobacter
Zastupci rodu Citrobacter jsou soucasti bézné sttevni mikroflory. Pokud se vSak vyskytuji
ve vysSich koncentracich mohou byt pficinou stievnich onemocnéni oslabenych jedinct
Jednd se o podminéné¢ patogenni druh. Jako jediny zdroj uhliku vyuzivaji citrat [42].
Sekundarnim stanovistém téchto mikrobu je voda, pida a kal. Zastupci rodu Citrobacter

byli nalezeni v Siroké Skale potravin, véetn¢ masa, sladkovodnich ryb a kofeni [45].

= Citrobacter freundii
Citrobacter freundii se vyskytuje ve form¢ rovnych tyCinek o velikosti 1 x 2 — 6 pm.
V mikroskopickém preparitu se vyskytuji samostatné nebo v kratSich fetizcich. Rostou na

béznych ptidach s optimalni teplotou 37 °C, patii mezi koliformni bakterie [37].

Enterotoxigenni Citrobacter freundii mize byt pfi¢inou prijmovych onemocnéni, na rozdil
od dal$ich dvou druhti C. diversus a C. amalonaticus. Ve vétSin¢ zemi nejsou vzorky posti-

Zenych pacientli vySetfovany na piitomnost této bakterie [45].

e Rod Serratia
Rod Serratia tvoti drobné pohyblivé tyCinky produkujici ¢erveny nebo oranzovy pigment
(prodigiosin). Vyznacuji se svou proteolytickou a lipolytickou aktivitou [38]. Nejvyssi pro-
cento otrav z potravin zpusobuje S. liquefaciens [42]. Nepigmentujici kmeny zplisobuji
zénétlivda onemocnéni. Buiikky rodu Serratia se podileji na mikrobidlnim kaZeni masa,
S. liquefaciens zpusobuje vady masa baleného. Mezi dalsi vady patii Cervend hniloba vajec,

ktera se projevuje mén¢ vyraznym zdpachem [41].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

=  Serratia marcescens
Bunky Serratia marcescens méii 0,5 x 0,5 — 1 pum. Jednd se o podminén¢ patogenni druh.
Za pristupu vzduchu vétSina kment tvoii oranzové-Cerveny pigment prodigiosin, ktery je
rozpustny v alkoholu, éteru a chloroformu [37]. Velmi dobfe roste na povrchu rajskych

jablek [41].

2.2 Bakterie s buné¢nou sténou grampozitivniho typu

2.2.1 Grampozitivni koky

e Rod Micrococcus
Rod Micrococcus zahrnuje ptisné aerobni druhy, které se shlukuji do balicki. Zastupci
vyse uvedeného rodu tvoii Zluté, oranzové nebo rizové pigmenty. Barviva chrani buiiku
pred letdlnim ucinkem ultrafialové slozky slune¢niho svétla, a proto jsou povazovany za
vzdusnou kontaminaci [40]. Jejich velkou pfednosti je rtist v pfitomnosti NaCl. Z techno-
logického hlediska nachédzi uplatnéni pti vyrobé syru jako soucast mazové kultury (Kocuria
rosea, starS$i nazev Micrococcus roseus) [36]. Pii vyrobé tepelné€ neopracovanych fermen-
tovanych saldma se pouzivaji mirn¢ okyselujici startovaci kultury, jejichZz soucésti jsou
zastupci Celedi Micrococcaceae. Jako méné vyznamnd kontaminace se mohou vyskytovat
v mlé¢nych vyrobcich, také mohou byt soucasti bohatého spektra mikroflory tekutych slo-

zek majonéz. Ddle se podili na kaZeni vyrobki z lasturovitych vodnich Zivocichii [41].

=  Micrococcus luteus
Micrococcus luteus tvori mensi nepohyblivé kokovité bunky uspotfddané v tetrddach o ve-

likosti 0,9 — 1,8 um. Optimdln{ kultivacni teplota rtstu je 25 — 37 °C. Tvofii Zluté karoteno-

idni barvivo. Na krevnim agaru nevyvolava hemolyzu [37].

e Rod Enterococcus
Rod Enterococcus vznikl spole¢né s rodem Lactococcus vyClenénim z rodu Streptococcus.
Patii mezi bakterie mlé¢ného kvaseni. Enterokoky, na rozdil od streptokoki, osidluji stiev-
ni trakt clovéka a jinych savct [40], dalsi jejich odlisSnosti je schopnost preZiti v Sirokém

teplotnim rozmezi a hodnot pH [38]. Jsou povazovany za indikdtory fekalniho znecisténi.
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Problémem je, Ze se vyskytuji i na rostlinich, které nebyly znecistény fekaliemi. Enteroko-
ky ve srovnéni s enterobakteriemi jsou odolnéjsi viici neptiznivym podminkdm, jsou pova-
Zovany za termorezistentni mikroby (pfezivaji termizaci, nékteré druhy i Setrnou pasteraci).
Pti vyrob¢ suseného mléka je obsah enterokokil ostie sledovan. V potravindiském pramys-
lu se nékteré druhy vyuzivaji jako soucasti ¢istych mlékatskych kultur. Pro urychleni pro-
teolyzy pii vyrobé syru Cedar se do mléka miize ptidavat Enterococcus durans. Jako sou-

¢ast probiotické kultury se vyuziva i Enterococcus faecium [41].

= Enterococcus faecalis
Pivodni nédzev této bakterie byl Streptococcus faecalis. Enterococcus faecalis tvoii ovalné
buriky, jejichz rozméry jsou mensi nez 2 um. MiuZe zpusobit téZkou infekci, zejména
v nemocni¢nim prostiedi. Tato bakterie se vyznacuje vysokou odolnosti vii¢i béZnym anti-

biotikiim [37].

e Rod Staphylococcus
Bakterie rodu Staphylococcus tvoii nepravidelné hroznovité shluky [38]. Roste
v pritomnosti 7 — 10 % NaCl, nékteré druhy se pfizplisobi i 20 % NaCl. Maximalni kon-
centrace, kterd jest¢ umoZnuje rist je zavisld na teploté, pH, a, a oxida¢né-redukénim po-
tencidlu [42]. NejcCastéji se vyskytuji na kiizi a mukéznich membranach zvitat a Clovéka,
napiiklad v dutin€ nosni, podpaZi. Ze zdravotniho hlediska jsou n€které druhy povazovéany

za velmi nebezpecné mikrobidlni patogeny.

= Staphylococcus aureus
Kolonie jsou Zluté zbarvené, na krevnim agaru zptisobuje iplnou hemolyzu. Nékteré kme-
ny jsou opouzdiené. Pfestoze se jednd o mezofilni druh, S. aureus je schopen rist ve velmi
nizkych teplotdch - rast byl zaznamenédn i pfi 6,7 °C. Vyznacuje se velkou odolnosti
k riznym sloucenindm, kterymi mohou byt chlorid rtutnaty, neomycin, polymyxin [42].
Roste v pritomnosti kyseliny mlécné, vétSinou nekontaminuje Cerstvé a zmraZené potraviny
[45]. Stafylokokova otrava potravinami byla studovana jiz v roce 1894, pozdéji v roce
1914. Schopnost S. aureus zpisobovat otravu potravinami byla dokdzana az v roce 1930.

Stafylokokovd gastroenteritida vznikd poZitim potraviny, kterd je infikovdna enterotoxi-
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nem. Produkce enterotoxinu nastava v teplotnim rozmezi 10 — 46 °C, varem se inaktivuje.
Nebezpeci otrav nastdva pouze pii konzumaci tepelné neoSetienych vyrobku [42]. Dale

muze zplisobovat anginu, hnisavé onemocnéni kiiZe a hnisani ran [38].

2.2.2 Sporulujici grampozitivni ty¢inky a koky

e Rod Bacillus
Rod Bacillus patii mezi mezofilni mikroorganizmy s optimalnimi riistovymi podminkami
30 — 45 °C [45]. Hlavnim morfologickym znakem bakterii rodu Bacillus je tvorba spor,
které odolavaji nepfiznivym vnéjSim podminkdm. Negativni technologicky vyznam je zesi-
len odolnosti spor vii¢i sanitatnim a technologickym opatifenim, jimiz je ostatni mikrofléra
usmrcena. Prezivaji zdkladni oSetieni pifi vyrob¢ potravin (termizaci, pasteraci, suSeni, mra-
zeni, uzeni) [38]. Rada druht Bacillus se vyuziva k pramyslové tvorbé antibiotik polypep-

tidové povahy (bacitracin) [40].

*  Bacillus cereus
Bacillus cereus je aerobni, sporulujici ty€inka. Kolonie maji celistvy okraj. Minimalni tep-
lota rGstu je 4 — 5 °C, maximadlni 48 — 50 °C. Roste v Sirokém rozmezi pH od 4,9 do 9,3
[42]. BéZn¢ se vyskytuje ve vod¢, puadé a prachu. Ve vétSim mnozstvi je nebezpecCny
v potravindch obsahujicich lecitin, ktery enzymaticky méni na jedovaty lyzolecitin a fosfo-
cholin. Byl izolovany z Siroké Skdly potravin, zvlasté rostlinného ptivodu, ale také z masa,
ryb a mléénych vyrobki. Ve vysokém poctu se nachdzi na povrchu kravského vemene,
zpusobuje kaZeni pasterovaného mléka, majonéz, obili a koteni [41]. V roce 1949 se obje-
vila prvni zminka o tom, Ze B. cereus zpusobuje otravu potravinami (ddvivy a prijmovy
syndrom). Davivy syndrom je zpusobeny produkci cyklického polypeptidu. Pfiznaky nédka-
zy jsou nadavovani, zvraceni a Zalude¢ni kiece. Inkubacni doba je velmi kratkd 3 — 5 ho-
din. Druhou ndkazou je prijmovy syndrom. Inkubacni doba je ponékud delsi 8 — 16 hodin.
Symptomy jsou silné bolesti biicha, kiece a vodnaty prijem, jsou zptisobené produkci ente-
rotoxinu. Ddavivy syndrom pievazuje v zemich, jejich hlavni produkci je ryze.
V evropskych stitech se spiSe setkdvame se syndromem prijmovym zptisobenym kontami-

novanymi masnymi vyrobky nebo zeleninou [45].
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* Bacillus subtilis
Bacillus subtilis tvoii vétsi tyCinky v nepravidelnych shlucich. Spory jsou velmi odolné,
prezivaji az tfithodinovy var, ovéalné a nezduiuji buitku. Optimdlni teplota ristu je 30 °C.
Nachézi se v puidé a ve vzduchu. Casto kontaminuje potraviny. Slizotvorné varianty B.
subtilis muzou zpusobit tuhost nebo-li nitkovitost chleba [41]. Jako v pfedchozim piipade

B. subtilis miiZe zplsobit otravy potravinami, které maji podobny charakter [45].

®  Bacillus sphaericus
Bacillus sphaericus tvoii kulaté endospory, které zdutuji bunku a jsou uloZeny termindln¢.
Vyskytuje se v ptudé, motskych sedimentech, potravinich a zvIaste¢ v mléce. Pro své insek-

ticidni u€inky se vyuziva k hubeni hmyzu a komart [46].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem bakalarské prace bylo zhodnotit inhibi¢ni i¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny lau-
rové na rast vybranych bakterii s bunécnou sténou grampozitivnitho a gramnegativniho

typu.

sz w2z

e V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe, kterd zahrnovala vyrobu, vlast-
nosti a moznou aplikaci monoacylglyceroll, dalsi ¢ast byla vénovédna antimikrobi-
alni aktivit¢ monoacylglyceroli,

z Yz

e v praktické Casti byla sledovédna inhibice riistu bakterii vlivem monoacylglycerolu

kyseliny laurové o koncentraci 25 — 1500 pg.ml”,

¢ k otestovani tcinku monolaurinu byly vybrany bakterie rodii: Bacillus, Citrobacter,
Enterococcus, Escherichia, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,

Serratia a Staphylococcus,

s w7z

e na zdlad¢ teoretické a praktické Casti byly zhodnoceny a formulovany ndvrhy a

doporuceni vyuZiti monolaurinu.
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4 METODIKA

4.1 Pouzité zaiizeni a pomiicky
e Autokldv Systec 2540 EL
¢ Automatické mikropipety Biohit
e Bakteriologické klicky
¢ Biologicky termostat Membert INE 600
¢ Flow Box Clean Air
¢ Chladnicka Elektrolux
e Laboratorni predvazky KERN
e Laboratorni sklo

= Kdédinky
= Petriho misky
= Zkumavky

e Mikrotitraéni desticka

e  Mikrovlna trouba Elektrolux

4.2 Material

4.2.1 Zivna média
Masopeptonovy bujon (MPB)

Kultivacni médium bylo pouZzito na pomnoZeni bunck MO

SloZeni:

MasOVY VYLAZEK .....coeveviiiiiiiiiieeeieee et 30¢g
Pepton ....coooiiiiiii 50¢g
Chlorid SOANY .....ccveeeeiiieiiieeiee e 30¢g
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Masopeptonovy agar (MPA)

Zivné médium slouZilo k uchovani bakteridlnich kultur.

SloZeni:

MasoVy VYLaZeK .......oovviiiriiiiniiiiiieeieeceeeeeee 30g
PEPLON oo 50¢g
Chlorid sOdNY ......c.ceeiviiiiiiieiieeiieeeeeeeeeee e 30g
Destilovana VOda.........ooeueemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0 ml
ATt 15 ¢g/1

Po navéazeni a dokonalém smichani vSech uvedenych komponent bylo upraveno pH na hod-
notu 7,2. Pro zajistén{ sterility byly kultiva¢ni pudy sterilovany v autokldavu pfi 132 °C po
dobu 20 minut.
4.2.2 Chemikalie

® Monoacylglycerol kyseliny laurové

e FEtanol

4.2.3 Pouzité bakterialni kmeny

Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus sphaericus CCM 1615
Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
Citrobacter freundii CCM 7187
Enterococcus faecalis CCM 2665
Enterococcus faecalis CCM 4224
Enterococcus faecalis CCM 7247
Escherichia coli CCM 3954
Micrococcus luteus CCM 732

Proteus mirabilis CCM 7188
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Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas fluorescens CCM 2798
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3653

4.3 Priprava zasobniho roztoku MAG Cy,

Zasobni roztok monoacylglycerolu kyseliny laurové (MAG Ci,.0) byl pfipraven ndsleduji-
cim zptisobem. V 10 ml absolutniho etanolu byla rozpusténa navdzka 5 g MAG Cj;,. Tim-
to postupem byl zdsobni roztok pfipraven v koncentraci 5 % (w/v). Zasobni roztok byl

uchovén pii laboratorni teploté.

4.4 Resuscitace mikroorganizmu

Mikroorganizmy byly poskytnuty z Ceské sbirky mikroorganizmti (CCM). Nejprve byla
provedena resuscitace jednotlivych bakteridlnich kmenti, které byly uchovéany v Zelatino-
vych discich. PfisluSny MO byl sterilni pinzetou pienesen do zkondenzované vody Sikmé-
ho MPA, kde se ¢astecné rozpustil a poté byl o¢kovén roztérem pomoci ockovaci klicky po
povrchu piidy. Sikmy MPA byl kultivovan pii 30 °C po dobu 24 hodin. Po izolaci jednotli-
vych bakteridlnich kolonii byl z nariistu na Sikmém MPA proveden frakcionovany (kiiZo-
vy) roztér na Petriho misky s MPA. Po celou dobu byly vyizolované bakterie uchovavéany
na Petriho miskach s MPA. Po 3 — 4 tydnech byly jednotlivé bakteridlni kmeny pfeockova-

ny a ddle uchovavany pii teploté 4 + 2 °C.

4.5 Priprava suspenze bakterii

K vlastnimu experimentu byla pouzita suspenze bakterii. Z vyizolovanych bakteridlnich
kmenii pomoci frakcionovaného roztéru byla steriln¢ ockovaci klickou odebrana vyizolo-
vana kolonie piisluSné bakterie. Bakteridlni kolonie byla nao¢kovana do zkumavky se 4 ml
tekutého masopeptonového bujonu. Tekuté Zivné médium MPB slouzi k pomnoZeni bakte-

rii. Pfipravena bakteridlni suspenze byla kultivovéna pfi 30 °C do druhého dne.
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4.6 Sledovani inhibi¢niho vlivua monolaurinu na rast bakterii

Utinek monoacylglycerolu kyseliny laurové na rist bakterii byl sledovan pomoci optické
denzity (O.D.) suspenze bunck, kterd byla métfena piistrojem TECAN Sunrice TW/TC
(TECAN, Rakousko). Intenzita nartistu vegetativnich bun¢k bakterii byla méfena pii vlno-

vé délce 600 nm, kazdych 30 minut po dobu 24 hodin pfi 25 £ 2 °C.

Vlastni stanoveni bylo provedeno pomoci mikrotitraéni desticky (Obr. 6). Mikrotitracni
desticka se skldadd z 8 tad, pri¢emzZ kazda fada obsahuje 12 jamek. Rlst mikroorganizmt
byl sledovin v nékolika koncentracich monoacylglycerolu kyseliny laurové: 25, 50, 100,
250, 500, 1000, 1500 pg.ml™. PouZité koncentrace monolaurinu byly pfipraveny nésleduji-
cim zptsobem. Do zkumavky se 4 ml tekutého bujénu bylo sterilni cestou zaockovano
spoctené mnozstvi zasobniho roztoku MAG Cj,,. Konkrétni mnozstvi zasobniho roztoku

monolaurinu na pfipravu pouZzitych koncentraci je zndzornéno v tabulce 1.

Tab. 1. Mnozstvi ptidavku MAG C12:0 pro ziskani dané koncentrace

o Koncentrace MAG MnoZstvi MAG V}"Sle?)rlljorgzoistvi
[pg.ml] (] -
0,15 1500 120 1
0,1 1000 30 1
0,005 500 20 J
0,025 250 20 4
0,01 100 g J
0,005 50 Z y
0,0025 25 ) 1

Na jedné mikrotitracni desticce byl sledovan rust péti bakteridlnich kment v sedmi rtiznych
koncentracich MAG Cj,,. Nartust bun€k s monolaurinem o piislusné koncentraci se zaoc-
kovanym mikroorganizmem byl sledovdn dvakrat. Do kazdé jamky bylo napipetovano
200 pl tekutého bujonu s piisluSnou koncentraci monolaurinu. Do pfipraveného Zivného

média byla zaoCkovana piisluSna suspenze bakteridlnich kultur v mnoZstvi 5 pl. Jako pozi-
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tivni kontrola byly pouZity jamky, do kterych bylo napipetovano 200 ul tekutého bujonu

bez MAG Cj;. se zaockovanou suspenzi bakterii.
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Obr. 6. Schéma mikrotitracni desti¢ky

MI1-M5- znazornuje pouzité bakterialni kmeny

K vyhodnoceni vlivu monolaurinu na rast vybranych bakterii byly pouzity dva zptisoby. Po
24 hodinové kultivaci byly z naméfenych hodnot sestaveny rtstové kiivky. Pomoci zavis-

losti optické denzidy na Case (t).

Principem druhého zpiisobu vyhodnoceni bylo spocitani relativni hodnoty optické denzidy
v ¢ase z namétfenych hodnot [y=In(O.D./O.D.g)]. Zavislost logaritmu relativni hodnoty

0.D. (y) na case (t) byla popsdna pomoci Gompertzova modelu [47]:
y=A- exp{— exp[‘u’ze (A-1)+ 1}}

Kde: pnm vyjadiuje specifickou riistovou rychlost [h']
A vyjadiuje dobu faze lagu [h]
A vyjadfuje asymptotu, kterd je definovand jako maximalni dosazend hodnota
[A=In(0.D./0.D.¢)]

Pro vypocet parametru p,, A, A byla pouZita nelinearni regresivni analyza pro nasledujici
podminky pm >0, >0 a A>0. K v§poétu byl pouZit statisticky software Unistat® 5.5.

Kvalita navrzenych modell byla posouzena pomoci korela¢niho koeficientu (r).
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5 VYSLEDKY

Minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je povaZovéna za koncentraci, kterd neumozni dal-
§1 rist vegetativnich bunék. Koncentrace, kterd zptisobi odumfieni piitomnych bakteridlnich

bunék se nazyva minimdlni baktericidni koncentrace (MBC) [48].

Pro vyhodnoceni inhibi¢niho tc¢inku byly u bakterii sledovany tfi ristové parametry:
e Délka lag faze (M),
e Maximalni hodnota rustu (A),
e Specificka rastova rychlost (p).

Pfi¢emz doba faze lagu je oznaCovéana jako piipravnd faze, béhem niz nedochéazi k roz-
mnoZzovani, zvétSuje se enzymaticky systém, buiiky mohou i1 odumirat. Maximadlni hodnota
rustu vyjadiuje nejvyssi dosazenou hodnotu hustoty bakteridlni suspenze. Rustova rychlost
se stanovi na zdkladé hodnot ziskanych v exponencidlni fazi kiivky (log faze). Exponenci-

alni faze je charakteristicka nejkratsi generacni dobou, kterd je po celé obdobi konstantni.

Obr. 7. Rustova kiivka

Ristové kiivky mikroorganizmi na piisobeni inhibi¢ni latky jsou soucdsti piiloh.
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5.1 Sledovani vlivu monolaurinu na rist bakterii s gramnegativni bu-

néénou sténou

Inhibi¢ni vliv monolaurinu byl pozorovén u riiznych druhli gramnegativnich bakterii. Pie-
vazna vétSina gramnegativnich bakterii je povaZzovana ze technologicky Skodlivé, casto se

vyskytuji patogenni nebo podminén¢ patogenni kmeny.
Citrobacter freundii CCM 7187

Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rtist vegetativnich bunék Citrobacter freundii
CCM 7187 byl pozorovin v intervalu koncentraci 25 pg.ml”" — 1500 pg.ml". Pfitomnost
inhibi¢ni latky negativné neovlivnila rtst bun¢k. Ristova kiivka MO v pfitomnosti mono-
laurinu o koncentraci 25 pg.ml”"' m4d téméf shodny pribéh jako rist samotného MO bez
inhibi¢ni latky (Piiloha P.I.A). Lisi se pouze v dobé¢ lagu (Obr. 8), kdy doba lagu Citrobac-
ter freundii CCM 7187 byla 0,3 h, po piidavku 25 pg.ml™” se zkritila na 0,2 h. V obou pii-

padech se jedna o velmi kratkou dobu ptizptsobeni rastu.
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Obr. 8. Vliv monolaurinu na dobu lagu C. freundii CCM 7187

Koncentrace monolaurinu vy$3i jak 50 pg.ml”' dokonce vykazovaly na dobu lagu mirné
stimulaéni U¢inky na rust Citrobacter freundii CCM 7187. Maximélni hodnoty nértstu
bakteridlni suspenze bylo dosaZeno v koncentraci 50 pg.ml”. Nejvy3ii sledovand koncent-
race monolaurinu zptisobila prodlouZeni faze lagu na 1,39 h a maximdlni hodnota nariistu
bakteridlni suspenze byla pouze 42 % (Obr. 9). Zriastovych kiivek je patrné, Ze
v koncentracich 500 a 1500 ug.ml" nastala faze odumirani po 9 hodinové kultivaci, naroz-

dil od koncentraci 0, 25, 50 ug.ml™' kdy po 24 hodinové kultivaci faze odumirani nezapoa-
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la. Vyssi koncentrace monolaurinu specifickou rastovou rychlost imérné snizovaly z 1,05

na 0,31 h' (P.LB).

120,0

100,0

80,0 1+

A [%]

60,0 +—

40,0 {

20,0 1+

0,0

50 100 250
koncentrace [ug-ml']

500

1000

1500

Obr. 9. Vliv monolaurinu na rust C. freundii CCM 7187

Escherichia coli CCM 3954

Z prubéhu rustovych kiivek (P.ILLA) 1ze vyhodnotit , Ze zvySujici se koncentraci se zvySuje

inhibi¢ni efekt monoacylglycerolu kyseliny laurové na rlst bunck Eschericia coli

CCM 3954. Féze lagu pfti sledovéni ristu Escherichia coli CCM 3954 bez inhibicni latky

trvala 0,75 h. V piitomnosti monolaurinu o koncentraci 1500 pg.ml"' byla lag fize pro-

Vv

dlouzena na 1,56 h, coz je o 0,63 h déle nez v pfitomnosti druhé nejvyssi sledované kon-

centraci 1000 pg.ml™ (Obr. 10).
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Obr. 10. Vliv monolaurinu na dobu lagu E. coli CCM 3954
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Rustova kiivka bakterie Escherichia coli ma prodlouzenou exponencidlni fazi. Hustota
bakteridlni suspenze v koncentraci 25 a 50 pg.ml" m4 podobny charakter ristu jako risto-
va kiivka kontroly, za kterou je povazovan rist bakterii bez pifitomnosti monolaurinu.
Koncentrace monolaurinu 25 a 50 pg.ml"' nevykazuji inhibiéni G¢inek. Koncentrace 1500 a
250 pgml' ma kratsi fdzi exponencidlniho riistu, pfi¢em? maximélni hodnota
v koncentraci 1500 pg.ml"'dosahla pouze 38 % (Obr. 11) a poté nastala fize odumirani. V
koncentraci 500 pg.ml" dosahovala hustota bakteridlni suspenze 64 %, poté nastala velmi

rychld faze odumirani.
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Obr. 11. V1iv monolaurinu na rust E. coli CCM 3954

Proteus mirabilis CCM 7188

Pro stanoveni uc¢inku monolaurinu na rast gramnegativni bakterie Proteus mirabilis

CCM 7188 byla zvolena stejnd Skala koncentraci jako u pfedchozich méfeni.
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Obr.12. VIiv monolaurinu na dobu lagu P. mirabilis CCM 7188
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Rastové  kiivky v pfitomnosti monolaurinu o dvou nejnizSich koncentracich
(25 a 50 ug.ml'l) meély téméf shodny pribéh jako ristova kiivka samotné bakterie kultivo-
vané bez ptitomnosti monolaurinu (P.III.A). Maximélni ristové hodnoty dosahovaly az
91 % pivodniho nértstu. Ze sloupcového grafu znazoriujici maximalni dosaZzené hodnoty
rustu bakteridlni suspenze (Obr. 13) je patrné, Ze v piitomnosti monolaurinu o koncentraci
1500 pg.ml™' bylo dosaZeno pouze 38 % nartistu. V piitomnosti monoacylglycerolu kyseli-
ny laurové o koncentraci 100 pg.ml'bylo dosaZeno 85 % ndrtistu a po 24 hodinové kulti-
vaci, stejn¢ jako i1 v koncentraci 25 a 50 ug.ml'l, nenastala fize odumirdni. V pfitomnosti
vys$ich sledovanych koncentracich nastala fdze odumirani jiz po 9 hodiné kultivaci. PouZi-
té koncentrace nezpusobovaly tplny inhibi¢ni efekt. Ovlivnéni faze lagu je prezentovdno
na Obr. 12. Koncentrace 500, 1000 pg.ml™' zpisobily prodlouzeni fize laguna 1a 1,1 h, v

piitomnosti monolaurinu o nejvyssi koncentraci doba lagu mirné poklesla na 0,9 h.
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Obr. 13. VIiv monolaurinu na rust P. mirabilis CCM 7188

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Dalsi testovanou bakterii, u které byl sledovéan vliv inhibi¢niho t¢inku monoacylglycerolu
kyseliny laurové v koncentracich 25 — 1500 pg.ml’ byla Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955. Rustova kiivka gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
se vyznacuje delSi dobou lagu 0,9 h (Obr. 14). Po 7,5 hodinové kultivaci nastava faze zpo-
maleného ristu po predchozi velmi kratké exponencidlni fazi (P.IV.A). Jako u pfedchozich
mikroorganizmi 25, 50 a 100 pg.ml™ koncentrace inhibiéni litky neovlivnila riist vegeta-
tivnich bunék Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Dokazuje to i hodnota maximélniho

ndriistu, kterd je nad 96 % (Obr. 15). Hustota bakteridlni suspenze kultivované v prostiedi s
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250 pg.ml”" md pon&kud odli¥ny charakter od priib&hu riistové kiivky zndzortiujici kontro-
lu. Pocdteéni fize lagu stoupd na 6 hodin, prostiedi s 500 ug.ml" zpisobilo prodlouZeni lag
fize na 11 hodin. P¥{pravnd fdze v p¥itomnosti monolaurinu o koncentraci 1000 pg.ml”

byla prodlouZena na 17 h, maximdlni hodnota nérastu byla pouze 43 %.
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Obr. 14. Vliv monolaurinu na dobu lagu P. aeruginosa CCM 3955

N, s

Monoacylglycerol kyseliny laurové v koncentraci 1500 ug.ml'1 m¢l inhibi¢ni G¢inek na rist

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955.
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Obr. 15. VIiv monolaurinu na rtst P. aeruginosa CCM 3955
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Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Bunky Pseudomonas fluorescens CCM 2798 jsou k plisobeni monolaurinu pomérné citlivé.
Kultivacni prosttedi s pfidavkem monolaurinu ve vyssich koncentracich plisobilo inhibic-
né. Inhibice riistu monolaurinem byla pozorovéna od koncentrace 500 pg.ml™. Pii koncent-
raci 25 pg.ml” bylo dosaZeno o 6 % vétiiho néristu hustoty bakteridlni suspenze neZ rist
mikroorganizmu v prostfedi bez inhibi¢ni latky. Maximdlni hodnoty nartstu bakteridlnich

buné&k se sniZovaly aZ do koncentrace 250 pg.ml”, poté rist ustal (Obr. 17).
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Obr. 16. Vliv monolaurinu na rust P. fluorescens CCM 2798

vV

Doba lag faze v ptitomnosti inhibi¢ni l4tky o nejnizsi koncentraci byla 3 hod. Koncentrace

250 pg.ml™ zpisobila prodlouZeni fize lagu na 6 hod (Obr. 16).
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Obr. 17. Vliv monolaurinu na dobu lagu P.fluorescens CCM 2798
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Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

VUci ristu bunck Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303 nebyly prokdzany
inhibi¢ni u¢inky monolaurinu. Z ristové ktivky (P.V.A) zastupce rodu Serratia je patrné,
ze faze lagu trvala 0,023 h (Obr. 18) naopak logaritmickd faze byla zna¢né prodlouZena,

faze odumirani v pribéhu 24 h kultivace nenastala.
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Obr. 18. Vliv monolaurinu na dobu lagu S. marcescens CCM 303

Nizké testované koncentrace monoacylglycerolu kyseliny laurové neovlivnily rist vegeta-
tivnich bungk. Hustota bakteridlni suspenze pti koncentraci 25, 50 a 100 pg.ml” dosahova-
la maximdlni hodnoty 99%, coZz poukazuje na velkou odolnost sledované bakterie
(Obr. 19). Charakter riistovych kiivek byl se zvySujici koncentraci pfitomné inhibi¢ni latky
odligny. V piitomnosti monolaurinu o koncentraci 500 pg.ml” byly vegetativni buiiky

schopné 90 % nartstu, lag faze byla prodlouzena na 0,5 h.
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Obr.19. V1iv monolaurinu na rast S. marcescens CCM 303
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Dali dvé& pouZité koncentrace (1000 a 1500 pg.ml™) mé&ly obdobny t&inek na rist bun&k.
V prostiedi s inhibi¢ni latkou o koncentraci 1500 ug.ml'1 dosahovala suspenze bakterii
84 % nartstu, doba lagu byla 1,1 h. Ani v této koncentraci vSak nebyla zapocata faze
odumirdni. Primérnd rychlost ristu jednotlivych bunék se sniZovala s rostouci koncentraci

testované latky.

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Utinky monolaurinu na rést bunék zastupce rodu Salmonella popisuji Obr. 20 a 21. Se
zvysujici se koncentraci monolaurinu se zvySovala délka lag faze. Koncentrace 25 pg.ml”

zpuisobila prodlouZeni doby lagu na 0,51 h, 250 pg.ml™" na 1,05 h a 1500 pg.mlI™ na 3,06 h.
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Obr. 20. VIiv monolaurinu na dobu lagu S. enterica CCM 4420

Piitomnost inhibi¢ni latky v koncentracich 25, 50 a 100 pg.ml" neovlivnila vyraznym zpi-

sobem ndrust bakteridlni suspenze, kterd dosahovala hodnot 99, 98 a 86 %.
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Obr. 21. VIiv monolaurinu na rast S. enterica CCM 4420
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Pribéh rastovych kiivek v pfitomnosti nizkych koncentracich monolaurinu (25 a
50 pg.ml") méd téméf shodny pribéh jako pribéh ristu samotného mikroorganizmu
(P.VL.A). Z riistové kiivky v pritomnosti monoacylglycerolu kyseliny laurové o koncentraci
100 pg.ml™ je patrny poloviéni nériist hustoty bakteridlni suspenze. Vysii koncentrace jako
500, 1000 a 1500 ug.ml™ zptisobily znaény pokles hustoty bakteridlni suspenze. Nejvyssi
sledovand koncentrace dosahovala pouze 35% néartstu bakerii. Monolaurin o koncentraci
1500 pg.ml” vytvétel nepiiznivé prostiedi pro rist vegetativnich bunék testované bakterie,

dokazuje to prodlouZeni faze lagu a nizky maximdlni ndriist. Riistova rychlost v intervalu

koncentraci 25 — 250 ug.ml™ se sniZilaz 1,19 na 0,55 h™" (P.VLB).

5.2 Sledovani vlivu monolaurinu na riist bakterii s grampozitivni bu-

néénou sténou

Pro sledovéni inhibi¢niho vlivu monolaurinu byly pouZity grampozitivni bakterie, které
zahrnuji bakterie vyskytujici se béZné v ovzdusi, bakterie, které mohou u oslabenych jedin-
ct vyvolat alimentdrni onemocnéni, aerobni bakterie vyznacujici se tvorbou spor nezadou-
cich pfi technologickém zpracovéni potravin, také mohou byt pfi¢inou zdvadnosti potravin

pii dlouhodobém skladovani.

Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062, Bacillus
sphaericus CCM 1615

Prvnimi testovanymi grampozitivnimi bakteriemi na vliv monolaurinu byly bakterie z rodu
Bacillus. Po aplikaci nejnizsi koncentrace monolaurinu nebyl zaznamenén nartist bakterial-
nich bundk Bacillus cereus a Bacillus subtilis. Koncentrace 25 pg.ml™ méla zcela inhibiéni
ucinky viici rastu vegetativnich bunék bakterii Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis
CCM 4062. Rust bakterie Bacillus sphaericus CCM 1615 se vyznacoval pomérné kritkou
dobou lagu (0,5 h), delsi fazi exponencidlniho rastu, béhem 24 hodinové kultivaci nezapo-
catou fazi odumirdni. Bakteridlni buiiky se dokdzaly piizplisobit monoacylglycerolu kyseli-
ny laurové pouze do koncentrace 50 pg.ml”. Koncentrace 50 pg.ml” prodlouzila lag fazi

na 10 h (Obr. 22).
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Obr. 22. Vliv monolaurinu na dobu lagu B. sphaericus CCM 1615

Hustota bakteridlni suspenze v piitomnosti MAG o koncentraci 25 pg.ml™ dosdhla hodnoty
maximélniho ndrtstu 78 %, o koncentraci 50 pg.ml" pouze 48 %, coZ poukazuje na znag-
nou citlivost testované bakterie (Obr. 23). Koncentrace 50 pg.ml” dosahovala pramérné
specifické rychlosti 0,7 h', coZ je 0 0,4 h™ niZ&i rychlost neZ v piitomnosti monolaurinu o
koncentraci 25 pg.ml™. Inhibiéni t¢inek monoacylglycerolu kyseliny laurové na rist Bacil-

lus sphaericus CCM 1615 byl prokédzan koncentraci 100 pg.ml™.
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Obr. 23. VIiv monolaurinu na rist B. sphaericus CCM 1615

Enterococcus faecalis CCM 2665

Pro sledovéni ucinku monolaurinu na rust Enterococcus faecalis CCM 2665 byl zvolen
stejny rozsah koncentraci monolaurinu jako pfi sledovdni ostatnich bakterii

(25 = 1500 ug.ml'l). Testovand latka piisobila na riist vegetativnich bunék ve vyssich kon-
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centracich zcela inhibi¢n¢, kdy doslo k dplnému zastaveni rustu. Ristova kiivka Entero-
coccus faecalis CCM 2665 bez pifitomnost monolaurinu se vyznacuje krat$i dobou lagu,
ktera probihala pouze 0,35 h (Obr. 24), po 5 hodinové kultivaci zapocala faze odumirani

(P.VILA).
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Obr. 24. Vliv monolaurinu na dobu lagu E. faecalis CCM 2665

Se zvy3ujici koncentraci se postupné fize lagu prodluZovala, pii koncentraci 50 pg.ml”
trvala 0,9 h. Posledni koncentraci (100 ug.ml™"), kdy Enterococcus faecalis CCM 2665 byl
schopen riist, byla lag fdze prodlouzena na 3,6 h. Monolaurin zpisobil prodlouZeni pfi-
pravné faze o 3,25 h. Maximdlni hodnota hustoty bakteridlni suspenze (Obr. 25)
v piitomnosti monoacylglycerolu kyseliny laurové o koncentraci 50 pg.ml”"' dosahovala
98 % narastu. Nizké koncentrace nem¢ly vliv na rast bunck, hodnota lagu se zvySovala

nepatrné a maximalni nartst se blizil 100 %.
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Obr. 25. Vliv monolaurinu na rust E. faecalis CCM 2665
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V prostiedi o koncentraci 100 pg.ml™” doglo k mensimu poklesu hustoty bakteridlni sus-
penze na 90,5 %. Zcela opaéné piisobeni monolaurinu nastalo p¥i koncentraci 250 pg.ml™,
kdy doglo k inhibici riistu. Ve vyssich koncentracich (250 — 1500 pg.ml™") nebyly vegeta-

Vev s

tivni buniky schopny se pfizptsobit podminkdm vné&jSimu prostredi.

Enterococcus faecalis CCM 4224

Z rastovych kiivek testované bakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 (P.VIIL.A) je patr-
né, Ze koncentrace vys$i nez 100 ug.ml'1 zpusobily inhibici rastu. Bakterie se dokdzala
pfizptisobit monolaurinu pouze do koncentrace 50 pg.ml”'. Délka lag fize bakterie
v prostredi bez inhibi¢ni latky byla 0,7 h (Obr. 26), po 13 hodinach kultivace zapocala faze
odumirdni. P¥tomnost monolaurinu o koncentraci 50 pug.ml™ zpiisobila prodlouZeni fize
lagu na 4,2 h. Velky rozdil v délce lag faze nastal pti koncentraci 50 ug.ml'l, kdy dochaze-

lo k 12,9 hodinovému pfizptisobovédni se monolaurinu.
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Obr. 26. Vliv monolaurinu na dobu lagu E. faecium CCM 4224

Koncentraci monolaurinu 25 pg.ml™ se hustota bakteridlni suspenze sniZila témgf na polo-
vinu (62 %). I pres delsi pocatecni fazi ptrizptisobovani dosdhla hustota bakteridlni suspen-
ze v pritomnosti inhibiéni litky o koncentraci 100 pg.ml” maximalni hodnoty 57 %
(Obr. 27). Koncentrace monolaurinu 100 pg.ml" zptsobila riistovou inhibici. Enterococcus

faecalis CCM 4224 byl schopen riistu pouze do koncentrace 50 pg.ml™.
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Obr. 27. Vliv monolaurinu na riist E. faecalis CCM 4224

Enterococcus faecalis CCM 7247

Poslednim sledovanym zastupcem rodu Enterococcus byl Enterococcus faecalis
CCM 7247, jeho? inhibice byla testovdna v koncentracich monolaurinu 25 — 1500 pg.ml.
U zminéného bakteridlntho kmene byla pozorovéna inhibice ristu vlivem monoacylglyce-
rolu kyseliny laurové o koncentraci 1000 pg.ml™”. Hodnota lag féze v piitomnosti monolau-
rinu o nejniZsi testované koncentraci byla 0,58 h, vlivem vyssi koncentrace (250 ug.ml'l) se

prodlouzila na 2,70 h, pfi¢emZ nejvyssi koncentrace (500 pg.ml™) pfi které byly buiiky
schopny rtstu prodlouZzila délku piipravné faze az na 19,5 h (Obr. 28).
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Obr. 28. Vliv monolaurinu na dobu lagu E. faecium CCM 7247

Nizké koncentrace monolaurinu neovlivnily rast bun¢k. Hustota bakteridlni suspenze se

nepatrn& sniZovala. U¢inkem monolaurinu o koncentraci 25 pug.ml™” pokles] maximalni
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narist bakteridlni suspenze na 97 %, v koncentraci 50 a 100 pg.ml™ byla maximalni hustota
bakteridlni suspenze nepatrné vyssi, dosahovala 99 a 98 % nartstu. V pfitomnosti vyssi
koncentrace inhibi¢ni latky (500 pg.ml™) byla maximdlni hustota bakteridlni suspenze 81
% (Obr. 29). Buiikky Enterococcus faecalis CCM 7247 se dokdzaly ptizptsobit prostiedi, ve
kterém byl monoacylglycerol v nizké koncentraci, kdeZto vy3§i koncentrace (1000 pg.ml™)
mély zcela inhibiéni G&inky. Primémé rychlost narGistu byla v koncentraci 25 pg.ml’

1,7 h™", koncentraci 100 pg.ml™” se sniZila na 1,1 h”', koncentraci 250 pg.ml se opé&t zvysila

na 1,4 h'(P.IX.B).
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Obr. 29. Vliv monolaurinu na rist E. faecalis CCM 7247

Micrococcus luteus CCM 732

V neposledni fadé byl testovdn ufinek monolaurinu na rast vegetativnich bunék Micro-
coccus luteus CCM 732. Pro srovnéani byly pouZité stejné koncentrace monoacylglycerolu
kyseliny laurové jako v pfedchozich pripadech (25 — 1500 pg.ml™). Z ristovych kiivek je
patrné, Ze rust mikroorganizmu bez pfitomnosti cizorodé latky se vyznacovala plynulym
nariistem hustoty bakteridlni suspenze, kdy po 4 hodinové lag fazi nastala dlouhd faze
exponencidlniho rastu bez zapocaté faze odumirani (P.X.A). NejniZsi sledovand koncentra-

ce monolaurinu (25 pg.ml™) zptsobila inhibici riistu.

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3653

Inhibi¢ni efekt monolaurinu byl sledovan u dalsi bakterie s grampozitivni bunécnou sténou

patiici do celedi Staphylococcaceae. Po aplikaci monoacylglycerolu kyseliny laurové
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v koncentraci 250 pg.ml”" doslo k dplné inhibici ristu. Rustovd kfivka Staphylococcus
aureus CCM 3653 bez pifitomnosti inhibi¢ni latky se vyznacovala pomérné kritkou fazi
lagu (0,36 h), nepatrnou fazi exponencidlniho ristu, po 6,5 hodinové kultivaci zapocala
faze stacionarni, kdezto fize odumirani béhem 24 hodinové kultivaci nenastala (P.XI.A).
V piitomnosti monolaurinu o koncentraci 50 pg.ml™ se prodlouzila doba lagu na 5,92 h,
coZ je 0 5,56 h delsi doba v porovnéni s ristovou kiivkou bakterie bez aplikace monolauri-

nu (Obr. 30). Koncentrace 100 pg.ml™' prodlouzila délku lagu a7 na 17,34 h.
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Obr. 30. Vliv monolaurinu na dobu lagu S. aureus CCM 3653

V koncentraci 25 pg.ml™ dosahla hustota bakteridlni suspenze témé&t 100% (Obr. 31), kon-

centraci 100 pg.ml™ se sniZila na mén& neZ polovinu (43 %).
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Ob. 31. VIiv monolaurinu na rast S. aureus CCM 3653
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Specifickd rustova rychlost se zvysujici koncentraci inhibi¢ni latky klesala. V koncentraci
25 ug.ml'l byla ristova rychlost 0,76 h'. V piitomnosti monolaurinu o koncentraci
100 pg.ml™” se ristova rychlost sniZila o 0,44 h'. Inhibi¢ni Géinek nastal od koncentrace

250 pg.ml™, kdy vegetativni bufiky se jiZ nepfizpisobily vn&j§imu prostiedi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

6 DISKUZE

Cilem prace bylo zhodnotit inhibi¢ni G¢inky monoacylglycerolu kyseliny laurové, neiono-
genni povrchové aktivni latky, na rist bakterii s grampozitivni a gramnegtivni buné¢nou
sténou. Monoacylglycerol kyseliny laurové je litka obsahujici ve své molekule kratky fetéz
nasycené mastné kyseliny, pfirozené se vyskytujici v kravském mléce [6]. Inhibi¢ni latka
byla aplikovana v koncentracich 25 — 1500 pg.ml™, pfi¢emz byly sledovény riistové kiivky
7 gramnegativnich a 8 grampozitivnich bakterii. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci Gom-
pertzova modelu, jehoZ podstatou je sledovani tii rastovych parametri. Zwietering a kol.
[47] ve své studii urcili Gompertziiv model jako nejvhodnéjsi k popisu rustové kiivky bak-
terif a tedy k vyhodnoceni inhibice ristu mikroorganizmi. Na zdklad¢ ziskanych hodnot
méfenim optické denzity suspenze bunék byly sestaveny sloupcové grafy, které vyjadiuji
prodlouZeni faze lagu, maximalni hodnotu hustoty bakteridlni suspenze a specifickou rych-
lost rastu béhem 24 hodinové kultivace. Vyhodnocenim vysSe uvedenych parametrii byla

ur¢ena mira inhibi¢niho Gc¢inku zvoleného 1-monoacylglycerolu.

Bakterie s buné¢nou sténou gramnegativniho typu byly k inhibi¢nim t¢inktim monolaurinu
odoln¢j$i v porovnéni s bakteriemi s bunécnou sténou grampozitivniho typu. Dokdazaly se
vice pfizptsobit nepfiznivym podminkdm. Nejnizsi sledovand koncentrace monolaurinu
25 ug.ml™ nepisobila inhibi¢né na riist z4dného zdstupce bakterii s gramnegativni bun&é-
nou sténou. Ve dvou nejnizSich koncentracich monoacylglycerolu kyseliny laurové (25 a
50 pg.ml™") mély ristové kiivky obdobny pribéh jako ristova kiivka sledovanych bakteri
bez piitomnosti monolaurinu. Odli$ny rist v pfitomnosti monolaurinu vykazovala Serratia
marcescens, jejiz rastové kiivky se velmi podobaly riistu bez monolaurinu az do koncent-
race 250 pg.ml”. Maximélni hustota bakteridlni suspenze v piitomnosti inhibi¢ni latky
v koncentracich 25, 50 a 100 pg.ml™" u bakterif patiicich do rodu Salmonella, Citrobacter a
Serratia dosahovala nad 85 %. Jedna se tedy o pomérné odolné bakterie u nichZ nebyl pa-
trny inhibi¢ni ucinek. Dalsi dva sledované druhy z Celedi Enterobacteriaceae, Escherichia
coli a Proteus mirabilis, byly k monolaurinu citlivéj$i, kdy po aplikaci monolaurinu
v koncentraci 1500 pg.ml” dosahovaly maximélniho naristu 38 %. Nejodoln&j§i bakterii
z Celedi Enterobacteriaceae byla Serratia marcescens, u niz v ptitomnosti monolaurinu o
koncentraci 1000 ug.ml'1 stile dochéazelo k 86 % narGstu bakteridlni suspenze, v nejvyssi
testovani koncentraci monolaurinu doslo k 84% nartstu. Byla pozorovana pouze 16% inhi-

bice rustu. Naopak u Proteus mirabilis byla patrnd 62% inhibice. Dalsi odolné&j$i bakterii
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byl Citrobacter freundii, ktery v porovnani s bakterii Serratia marcescens v prosttedi mo-
nolaurinu o koncentraci 1000 pg.ml”" dosahoval o 14 % niz§tho maximélniho nardstu, ale

koncentrace 1500 pg.ml™ 0 41 % niZ§iho ndristu.

Mezi dal§imi gramnegativnimi bakteriemi, u kterych byl vyhodnocovan vliv monolaurinu,
byli zastupci rodu Pseudomonas. Na rozdil od bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, byl u
bakterii rodu Pseudomonas pozorovan uplny inhibi¢ni G¢inek monolaurinu. V pfitomnosti
inhibi¢ni latky o koncentraci 25, 50 a 100 pg.ml™" nebyla pozorovana inhibice vy$3i jak
5 %. V pocétecnich testovanych koncentracich se bakterie z rodu Pseudomonas pomérné
snadno dokazaly pfizpiisobit pfitomnosti monoacylglycerolu kyseliny laurové. Pseudomo-
nas fluorescens byl k i¢inkiim monolaurinu citlivéj$i neZ Pseudomonas aeruginosa. 1 kdyz
maximalni hustota bakteridlni suspenze P. aeruginosa byla pfi koncentraci monolaurinu
250 ug.ml'1 0 21 % niZ8i neZ hustota suspenze P. fluorescens, po aplikaci monolaurinu ve
vyssich koncentracich stdle dochdzelo k nartstu bunék P. aeruginosa, kdezto u P. fluo-
rescens jiZz k narastu nedochdzelo. Monolaurin ptsobil na rust bunék P. aeruginosa inhi-
bi¢n& aZ po aplikaci nejvyssi testované koncentrace (1500 pg.ml™). Jiz po p¥idavku mono-

laurinu o koncentraci 500 pg.ml™ byla pozorovina tiplné inhibice P. fluorescens.

O pomérné velké odolnosti gramnegativnich bakterii vypovidaji i dalsi studie. Ruzicka a
kol. [49] neprokdzali inhibi¢ni t&inek monolaurinu v koncentraci 500 pg.ml™" u bakterii
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa. E. coli je povazovéana
za modelovy mikroorganizmus, mnoho studii se zabyvalo pravé chovanim této bakterie
v pritomnosti monoacylglycerold. Inhibice bakterie Escherichia coli monolaurinem vSak
nebyla dokdzdna [25]. Petschov a kol. [30] uvedli, Ze monolaurin zpomaluje rist Helico-
bacter pylori. Citlivost gramnegativnich bakterii 1ze zvysit v prostiedi s dalSimi latkami,

kterymi mohou byt EDTA, nizin nebo laktoferin [20].

Z literarnich zdroji vyplyva, Ze grampozitivni bakterie jsou pomérné citlivé k icinktim
monolaurinu. U vSech sledovanych bakteridlnich kmeni byla ti¢inkem monolaurinu proka-
zéna inhibice. Ke sledovani vlivu monolaurinu byli vybrani zastupci rodu Enterococcus.
Nejméné¢ odolny byl Enterococcus faecalis CCM 4224, ktery po aplikaci nejnizsi koncent-
race monolaurinu do Zivného média dosahoval maximalni hustoty bakteridlni suspenze
pouze 62 %, koncentraci 50 ug.ml'1 se jeho maximdlni néartst snizil na 56 %. V dalSich

koncentracich monolaurinu rast bakterii nebyl zaznamendn. Enterococcus faecalis

CCM 2664 a Enterococcus faecalis CCM 7247 byly inhibovany koncentraci vyssi nez pie-
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desly kmen. Inhibice Enterococcus faecalis CCM 2665 nastala v pfitomnosti monolaurinu
o koncentraci 250 pg.ml™. Zajimavé je, Ze Enterococcus faecalis CCM 2665 byl koncent-
raci monolaurinu 100 pg.ml™ inhibovan pouze z 9,5 %, kdeZto koncentraci 250 pg.ml™ jiz
nastala 100 % inhibice. Posledni kmen z rodu Enterococcus, Enterococus faecalis CCM
7247, byl schopen 82 % nartiistu v prostfedi monoacylglycerolu kyseliny laurové o koncent-
raci 500 pg.ml". A% p¥i koncentraci 1000 pg.ml" byl prokézén inhibiéni vliv monolaurinu.
Ze vsech testovanych bakterii s bunécnou sténou grampozitivniho typu byl nejodolnéjsi
k inhibiénim vliviim monolaurinu pravé Enterococcus faecalis CCM 7247, ktery se jako
jediny dokdzal piizpasobit koncentraci 500 pg.ml™. Inhibi¢ni G&inek monolaurinu proti
Enterococcus faecalis dokazuje ve své praci i Dufour a kol. [13]. Schlievert a kol. [25] ve
své studii uvedli, Ze ucinkem monolaurinu se inhibuje rust Streptococcus (taxonomicky
piibuzny enterokokiim) a sniZuje se produkce enterotoxinu. Vlivem monolaurinu na rust

bakterii rodu Streptococcus se také zabyval Trotter a kol. [24].

Ze sporulujicich bakterii byly hodnoceny nasledujici kmeny: Bacillus cereus, Bacillus sub-
tilis a Bacillus sphaericus. Ze zjisténych hodnot je patrné, Ze bakterie rodu Bacillus jsou
velmi citlivé k d¢inkiim monolaurinu. Pouze Bacillus sphaericus se dokéazal ptizplsobit
prostedi s inhibiéni latkou v koncentraci 25 a 50 pg.ml”, jehoZ maximélni hodnoty riistu
dosahovaly 78 a 48 %. Po aplikaci vysSich koncentracich jiz dochézelo k tplné inhibici.
Bacillus cereus a Bacillus subtilis byly inhibovany vlivem monolaurinu o koncentraci
25 ug.ml”. Antimikrobidlni efekt monolaurinu byl sledovén u dal§ich dvou bakteridlnich
kment (Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus). Monolaurin zplsobil vyznamnou
redukci poétu bun&k Staphylococcus aureus jiz koncentraci 100 pg.ml™. U obou sledova-
nych bakterii byl prokdzan inhibi¢ni u¢inek monoacylglycerolu kyseliny laurové, pficemz
Staphylococcus aureus se dokdzal vice prizptisobit G¢inklim inhibi¢ni l4tky, jeho rist byl
zaznamendn v piitomnosti monolaurinu o koncentraci 100 pg.ml™', kdy maximalni hodnota
ndrtstu bakteridlni suspenze dosahovala 43 %. Micrococcus luteus byl inhibovan jiZ nej-
niz$i aplikovanou koncentraci monolaurinu. Ruzin a kol. [26] uvedli, Ze monolaurin se

muZe pouZzivat jako litka, kterd sniZuje exponencidlni fazi ristu S. aureus.

Na zédklad¢ zjisténych vysledki 1ze konstatovat, Ze bakterie s bunécnou sténou grampozi-
tivnitho typu jsou pomérné citlivé k tic¢inkim monolaurinu. U tfech mikroorganizmi
(Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus) byl zaznamendn inhibi¢ni ucinek

wr o e v . . . -1
pfi nejnizsi testované koncentraci monolaurinu (25 pg.ml™).
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Z vysSe uvedenych vysledkt déle vyplyvd, Ze monolaurin muze nalézt uplatnéni v potravi-
nafském i kosmetickém pramyslu jako ldtka inhibujici rst pfedev§im grampozitivnich
bakterii. V dostupné literatuie je monolaurin oznacovén za jeden z G¢innéjSich monoacyl-
glyceroltl proti riistu gramnegativnich bakteriim. Navic byly nalezeny latky ptisobici syner-
gicky, coZz muze vést k vytvoieni vhodného systému na ochranu potravin ¢i kosmetickych
prostfedkii. Kromé toho, Ze by monolaurin zastdval antimikrobidlni funkci, mohl by byt

s s

vyuzit i jeho emulgac¢ni tcinek.
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ZAVER

PtedloZena prace je zaméfend na inhibi¢ni ucinky monoacylglyceroli a moZnosti jejich

vyuziti jako antimikrobidlnich aditiv. Podstatou bakaléiské prace bylo zhodnotit inhibi¢ni

ucinky monoacylglycerolu kyseliny laurové vici riistu vybranych bakterii s bunécnou sté-

nou gramnegativniho a grampozitivniho typu, které mohou kontaminovat riizné potraviny a

kosmetické vyrobky.

Ze ziskanych vysledkt pfi sledovéani vlivu monolaurinu na rast mikroorganizmu bylo moz-

né ucinit nasledujici zavery:

gramnegativni bakterie jsou k u¢inkiim monolaurinu odolnéjsi nez grampozitivni

bakterie,

z gramnegativnich testovanych bakterii nastala inhibice ristu vlivem monolaurinu u
bakterii Pseudomonas fluorescens CCM 2798 a Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955,

monoacylglycerol kyseliny laurové nevykazoval inhibi¢ni G¢inky vici zastupcim

Celedi Enterobacteriaceae,

nejodolngjsi gramnegativni bakterii k G€inkm inhibi¢ni latky byla Serratia
marcescens subsp. marcescens CCM 303, naopak nejcitlivéjsi Pseudomonas

fluorescens CCM 2798, kdy minim4lni inhibiéni koncentrace byla 500 pg.ml™,

u bakterii s bunéCnou sténou grampozitivniho typu byl patrny inhibi¢ni tc¢inek
monolaurinu proti v§em sledovanym kmentim,

vV,

nejodolnéjsi grampozitivni bakterii k i¢inkim monolaurinu byl Enterococcus

faecalis CCM 7247,

MIC monolaurinu byla u bakterii Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii CCM 4062 a Micrococcus luteus CCM 732 stanovena 25 pg.ml”',

monolaurin o koncentraci 100 pg.ml™' zptsobil inhibici kment Bacillus sphaericus

CCM 1615 a Enterococcus faecalis CCM 4224,

koncentrace 250 pg.ml™ zpisobila inhibici Enferococcus faecalis CCM 2665 a Sta-
phylococcus aureus subsp. aureus CCM 3653, koncentrace 1000 pg.ml”
Enterococcus faecalis CCM 7247.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP
DAG
EDTA
G*

G
GLY
LPS
MAG
MK
MO
RSV
TAG

VSV

Adenozintrifosfat

Diacylglycerol

Etylendiamintetraoctova kyselina.

Bakterie s bunécnou sténou grampozitivniho typu.
Bakterie s bunécnou st€nou gramnegativniho typu.
Glycerol

Laktoperoxiddzovy systém

Monoacylglycerol

Mastna kyselina

Mikroorganizmus

Respiracni syncitindlni vir

Triacylglycerol

Vir vezikuldrni stomatitidy
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P. X. UCINEK MONOLAURINU NA RUST M. LUTEUS CCM 732
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