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ABSTRAKT

Zdravy zivotni styl zahrnuje nékolik faktort, mezi které patii i zdrava vyziva. Spousta lidi
se zaCind vracet k péstovani zeleniny a ovoce nebo napiiklad k vyrobé domécich ovocnych
Stav. Trvanlivost u téchto §tav vSak neni dlouhd a pomérné rychle dochézi k jejich kazeni,
zpusobeném fadou mikroorganizmt. Ovocné Stavy obsahuji dilezité nutricni latky, které
jsou vSak vétSinou pasteraci zniceny. Tato prace se tedy zabyva inhibi¢nimi U€inky
vybranych monoacylglycerolti, které by mohly zabranit kazeni nepasterizovanych
cerstvych ovocnych $tav a tim prodlouzit jejich trvanlivost. I kdyZ se monoacyglyceroly
hojné vyuzivaji v potravinarském prumyslu jako emulgétory, jejich potencialni vyuziti pro
inhibici rGstu nezddoucich mikroorganizmi v potravinach dosud nebylo dostate¢né

studovano.

Klicova slova: monoacylglyceroly, inhibi¢ni t¢inky

ABSTRACT

A healthy lifestyle includes a number of factors, including healthy food. Lots of people are
starting to return to the cultivation of vegetables and fruit, or for example production of
fruit juice at home. The durability of these juices is not long and its deterioration caused by
many microorganisms is fast. Fruit juices contain important nutritional substances that are
usually destroyed by pasteurization. This work deals wiht the inhibitory effect of selected
monoacylglycerols, which could prevent the spoilage of unpasteurised fresh juice and
thereby extend their shelf life. Although monoacylglycerols are widely used in the food
industry as emulsifying agents, their application as inhibitors of undesirable microbial flora

has not been studied sufficiently.

Keywords: monoacylglycerols, inhibitory effects
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UvVOD

Prioritou vyrobcti je vyrabét kvalitni a bezpecné vyrobky, které si spotiebitel rad koupi. Na

piesyceném trhu je pomérné t€zké prorazit s né¢im novym nebot’ spotiebitelé jsou ¢im dal

N4

S dnesni uspéchanou dobou, kterd ptinasi spoustu stresu a starosti, si lidé uvédomuji, ze
tento zivotni styl ma negativni dopad na jejich zdravi, proto také zacina vzristat poptavka
po vyrobcich, které jsou Setrné vyrobeny, zachovavaji si nutricni hodnotu a obsah vitaminti

a neobsahuji vétsi mnozstvi syntetickych latek.

Do popiedi se dostavaji vyrobky se znackou EKO ¢i BIO. Nejdulezitéjsim cilem pro
udrzeni celkové kvality je zdravotni nezévadnost, kterd mize byt naruSena nezadouci
mikroflorou. Snahou je tedy vyuzit latky, které by se daly pouzit jako pfima ndhrada

chemickych konzervanttl, a navic by nemély nezddouci vliv na organizmus.

Pravé monoacylglyceroly, které se hojné vyuzivaji nejen v potravinaiském primyslu,
pfedstavuji skupinu pfirodnich latek, u kterych byla viadé studii prokazana

antimikrobialni aktivita.

Snahou této prace je prozkoumani inhibi¢nich vlastnosti vybranych monoacylglycerolli na
mikrobidlni kontaminanty cerstvych ovocnych $tav. Pokud by se prokazaly pozitivni
vysledky, je mozné uvazovat o uplatnéni téchto ptirodnich, biokompatibilnich latek jako
nahradnich feSeni pro zajiSténi delSi trvanlivosti Cerstvych ovocnych §tav, které by

nemusely byt podrobeny pasteraci nebo jiné chemické Gpravée.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 MONOACYLGLYCEROLY

K nepostradatelnym slozkdm ve vétSin€ zpracovanych potravin obsahujicich jedlé tuky
nebo oleje patii potravinaiské emulgatory, jejichz hlavnim zastupcem jsou
monoacylglyceroly [1]. Monoacylglyceroly (MAG) nebo také né¢kdy zvané monoglyceridy
jsou parcialni estery glycerolu, kter¢ maji pouze jednu hydroxylovou skupinu
esterifikovanu vyssi mastnou kyselinou. Podle polohy zbytku mastné kyseliny mohou

vnikat tfi rtizné izomerni formy:

CH,O0CR CH-OH CH,OH

| | |
HO=C~H RCOOmC=H HOm—C —=H

CH,OH CH-OH CHL000R

sn-1-monoacyghycerol  sn-2-monoacylghyceral  sn-3-monoacylghcerol
Obrazek 1: [zomerni formy monoacylglycerolu [2]

Jelikoz se sn-1 a sn-3 izomer monoaclyglycerolli od sebe nelisi, uvadi se pouze dvé

izomerni formy a tol-monoacylglyceroly a 2- monoacylglyceroly [2].

1.1 Vlastnosti

Chemické a fyzikalni vlastnosti monoacylglycerolti zavisi pfedevS§im na poloze a typu
mastné kyseliny navazané na glycerol [3]. Charakter mastné kyseliny urcuje, zda jsou
monoacylglyceroly kapalné nebo pevné. Kapalné monoacylglyceroly mohou byt bilé,
slamové zluté nebo az tmave zbarvené, jejich konzistence je vétSinou olejovita. U pevnych
monoacylglycerolll je mozné se setkat s vlockami, praSkem nebo drobnymi kuli¢kami [4].
Co se tyCe bodu tani monoaclyglyceroll, ten stoupd s rostoucim poctem atomut uhliku
v molekule [5]. Monoacylglyceroly jsou rozpustné v alkoholu, chloroformu
a diethyletheru, nerozpustné jsou v petroletheru a ve vodé [6]. Amfipaticky charakter
molekul MAG je podstatou jejich schopnosti snizovat povrchové napéti na rozhrani dvou
nemisitelnych fazi a monoacylglyceroly maji tedy povahu povrchové aktivnich latek [7].
Mezi vyznamné vlastnosti monoacylglycerolll patii i jejich antimikrobidlni G¢inky, o
kterych bude blize pojednéno v kapitole 1.3. JelikoZz se MAG nachazi ve stopovém
mnozstvi v rostlinnych lipidech, zivocisnych tkanich [8] a vyskytuji se jako meziprodukt
metabolismu tukt, jsou dobfe snaseny lidskym organismem a jejich uplatnéni v priimyslu

je siroké [9].
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1.2 Vyroba a vyuziti

V soucasné dobé jsou monoacylglyceroly vyrdbény ve velkém mnozstvi a to kolem
200 000 tun ro¢né. Lze je vyrobit n¢kolika zpiisoby a to interesterifikaci, kde se vyuziva
alkoholyza (glycerolyza), acidolyza nebo transesterifikace, déale esterifikaci mastné
kyseliny s glycerolem, hydrolyzou triacylglyceroli a poslednim zptisobem je adice mastné
kyseliny na glycidol [5]. V primyslovém métitku se monoacyglyceroly nejcastéji vyrabi
glycerolyzou z triacylglyceroli za pfitomnosti alkalického katalyzatoru [10], pro reakci
jsou vSak nutné vysoké teploty 170 — 280 °C. Dalsi moznosti je hydrolyza tukt a oleji za
vysokych teplot s pod tlakem. Pfi této reakci dochazi k odstépovani mastnych kyselin
a diacylglycerolii pficemz dal$i hydrolyzou vznikaji monoacylglyceroly. Je taktéz
zapotiebi katalyzatoru. V soucCasnosti se spiSe tato metoda vyuziva pro vyrobu mastnych
kyselin

a monoacylglyceroly tvoii vedlejsi produkt [5]. Dnes se pomalu dostava do popiedi
hydrolyza traiacylglycerolti [11], kterd je katalyzovana specifickymi lipazami, nevyhodou

této metody je vSak nizka vynosnost [12].

Monoacylglyceroly patii mezi nejpouzivanéj§i emulgatory v potravinaiském,
farmaceutickém a kosmetickém primyslu [12]. V potravinatstvi, kde nachazi uplatnéni asi
60 % celkové produkce MAG [13], se vyuzivaji napiiklad jako emulgacni ¢inidla pfi
vyrobé smésnych emulgovanych tukii a mrazenych krému. Existuji taktéz zminky o
pouzitelnosti monoacylglycerolt v produkci masnych vyrobkli, a to jak tepelné
opracovanych, tak 1 tepeln¢ neopracovanych. Taktéz se vyuzivaji v pekarenském
primyslu, kde prodluzuji dobu cerstvosti pe€iva a zlepSuji nékteré jeho vlastnosti.
Vyuzivaji se 1 pfi vyrobé bramborovych kasi nebo cukrovinek, kde snizuji lepivost,

zvétSuji objem a zvySuji stabilitu. Déle se daji vyuzit také pii vyrobé€ téstovin [14].

Spotfeba kosmetického a farmaceutického primyslu predstavuje roéné asi 12 %
celosvétové produkce monoacylglyceroli. V kosmetice se vyuzivaji jako aktivni
substance. Vykazuji stabilitu vii¢i vzdusné oxidaci, maji dobré emulgacni a mékcici
vlastnosti, kiZi a sliznici jsou dobfe snaSeny a jsou schopny penetrace. Déle se uplatiuji ve

vyrobcich pro péci o plet’, v barvach na vlasy nebo v deodorantech [13].

Ve farmacii jsou monoacylglyceroly aplikovany jako soucast gelovych komponent

usnadiiujicich transport 1éCiv a resorpci aktivnich komponent ve tkdnich [10,15], dale jako



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

ptenosnych infekci ve formé vaginalnich gelt [16].

V plastikarském primyslu se monoacylglyceroly ptidavaji do plasti kvali zlepSeni
plasticity, antistatickych a lubrikaénich vlastnosti. V textilnim primyslu se
monoacylglyceroly vyuzivaji taktéz diky antistatickym vlastnostem, a také kviili zvySené
odolnosti vici vode, kdy zaroven zlepsuji barevnou stalost a kontrast tkaniny. V téchto

pramyslovych oblastech zaujimaji monoacylglyceroly 12 % z celkové produkce [13].

1.3 Antimikrobialni uéinky

Mikrobiologickd bezpecnost potravin patii mezi hlavni cile potravinarského primyslu i
mezi cile spottebitelii. BohuZzel tepelné procesy, které se vyuzivaji k zajiSténi bezpecnosti
potravin, maji vétSinou destruktivni u€inky na nutricni a senzorické slozky. Pro zachovani
puvodni kvality potravin se zacalo vyuzivat alternativ, mezi které patii 1
monoacylglyceroly [17]. Antimikrobidlnich u¢inki monoacylglyceroll se vSak nevyuziva
jen v potravinafstvi, ale také i v kosmetice a medicin¢ [18]. Monoacylglyceroly jsou
ucinné vuci nékterym sexualné pienaSenym patogeniim, jako jsou napiiklad Herpes
simplex virus 2 (HSV-2) nebo ptivodce kapavky Neisseria gonorrhoeae [16], dale vici
kvasinkam [18], n€kterym plisnim, grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Citlivost
gramnegativnich bakterii k antimikrobnimu plsobeni monoacylglycerolii je nizs$i nez u
grampozitivnich bakterii. Diivodem je jejich vnéjSi membrana, kterd miize pisobit jako
prekazka. Uginnost MAG vii¢i gramnegativnim druhiim miize byt zvy$ena piidavkem
nekterych chelatacnich ¢inidel jako je naptiklad kyselina citronova nebo fosfore¢na [17].
Antimikrobidlni u¢inky monoacylglycerold jsou zavislé na poctu uhliku a poloze a poctu
dvojnych vazeb v molekule mastné kyseliny. Mezi nejucinnéjsi inhibitory patii predevsim
monoacylglyceroly kyseliny kaprinové (MAG Cig,) a laurové (MAG Ciy.0) [19]. Uginnost
monoacylglycerolll vSak klesa se zvySujici se délkou fetézce, s ¢imz miliZze souviset i jejich
rozpustnost [20]. Aktivita monoaclyglycerolli vii¢i mikroorganizmim byla také snizena v

pritomnosti Skrobu, Zelatiny anebo albuminu [21].

Mechanizmus piisobeni monoaclyglycerolii neni zcela objasnén, podle nékterych autorti
dochazi k naruSeni bunécné stény, zablokovani receptorti a inhibici replikace [22]. Dalsi
studie predpokladaji naruSeni funkce cytoplazmatické membrany a inhibici transportu

aminokyselin [16, 23].
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1.3.1 Bakterie

Studie Ruzicky et al. [18] prokazala, Ze monoacylglyceroly kyseliny kaprinové
(monokaprin) a laurové (monolaurin), byly G¢inné&j§i proti grampozitivnim bakteriim
v porovndni s gramnegativnimi bakteriemi. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
monokaprinu a monolaurinu pro Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Enterococcus
faecalis se pohybovaly vrozmezi 20 - 250 pg.ml”, naopak odolné se ukazaly byt
gramnegativni bakterie Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, u kterych nebyl
zastaven rist ani pii nejvys§i studované koncentraci 1000 pg.ml”. U gramnegativnich
bakterii Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter Iwoffii monokaprin inhiboval rist jiz pfi

relativng nizké koncentraci a to 100 pg.ml™.

Antimikrobidlni aktivita monolaurinu byla i pfedmétem studie Chaibi a kol. [24]. Byly
sledovany ucinky MAG v kombinaci s vysokou teplotou na inaktivaci spor Bacillus

cereus, kde monolaurin vyrazné snizoval tepelnou odolnost spor.

Bergsson et al. [16, 25] prokazal inhibi¢ni u¢inky monokaprinu na gramnegativni sexualné
pfenosné patogeny Chlamydia trachomatis a Neisseria gonorrhoeae, coz naznaluje
moznost vyuziti MAG jako komponent intravaginalnich geld pro prevenci a 1é¢bu sexualné

ptenosnych infekci.

Vysledky studie Nair et al. [26] ukazaly, ze kyselina kaprylova a jeji monoacylglycerol
monokaprylin (MAG Cs.9) mohou byt slibnou alternativou pii 16¢b€ mastitidy skotu, nebot’
jejich inhibi¢ni ucinek byl prokdzan u patogennich mikroorganismii, mezi které patii
Streptococcus  agalactiae,  Streptococcus  dysgalactiae,  Streptococcus  uberis,
Staphylococcus aureus a Escherichia coli [26]. Antimikrobidlni aktivita monoalurinu byla
prokazana také vaci patogenni grampozitivni bakterii Listeria monocytogenes, pricemz
minimalni inhibi¢ni koncentrace byla relativné nizké [27]. Na této bakterii byly provadény
1 dalsi studie naptiklad Wang [20], Nobmann [28], Branen a Davidson [29] atd. zamétené

na uc¢inky rtiznych monacylglycerolti.

Ve studii Skiivanové a Marounka [30] byly kmeny gramnegativnich bakterii Salmonela
sp., Escherichia coli a grampozitivni bakterie Clostridium perfringens vystaveny u¢inkiim
mastnych kyselin a monolaurinu. Rist Clostridium perfringens byl inhibovan
monolaurinem, kyselinou kaprylovou, kaprinovou, laurovou, myristovou, a olejovou.

U Escherichia coli se projevila inhibice u kyseliny kaprylové a kaprinové, na Salmonella
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sp. pusobila inhibi¢né pouze kyselina kaprylova. Petschow et al. [31] zkoumali u¢inky
monoacylglycerolll s deseti az ctrnacti uhliky v fetézei mastné kyseliny proti
gramnegativni bakterii Helicobacter pylori. Monoacylglyceroly dokdzaly rychle a ucinné

inaktivovat tyto bakterie podilejici se na vzniku Zalude¢nich viedu.

1.3.2 Plisné a kvasinky

Utinky monoaclyglyceroli na kvasinky a plisné se taktéz zabyvaly nékteré studie.
Naptiklad u testovanych kvasinek (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida
tropicalis, Zygosaccharomyces rouxii a Aureobasidium pullulans) byl zcela zastaven rast
pfi koncentracich monokaprinu 100 — 250 pg.ml™”. Koncentrace 100 — 400 pg.ml™
blokovala i riist vSech studovanych plisni, az na vyjimku Mucor racemosus [18]. Vlivem
monoacylglycerolii na rist plisni se zabyvali také Buinikova a kol. [19]. Pfesnéji byla
zkoumana aktivita monokaprylinu, monokaprinu a monolaurinu na plisnich izolovanych
z kontaminovaného chleba, konkrétné na Penicillium sp. a Mucor ruber. Dale byly
inhibi¢ni Gcinky MAG sledovany na vybranych mikroorganismech Aspergillus niger,
Alternaria sp. a Phoma sp. U vSech testovanych monoacyglyceroli byly prokazany

antimykotické ucinky.

1.3.3 Viry

Jak uz bylo zminéno na zacatku, monoacyglyceroly jsou G¢inné i vii€i nékterym obalenym
virim. Hillmarsson et al. [32] sledovali u¢inky nékterych MAG na HSV - 1 a HSV - 2
(Herpes simplex virus), kdy monokaprylin, monokaprin a monolaurin byly plné¢ G¢inné

proti obéma typim tohoto viru.

Stejny ucinek byl popsan i u n€¢kolika dalSich obalenych virti, jako je naptiklad VSV (virus

vezikularni stomatitidy), virus spalnicek, respiracni syncytidlni virus, virus visna atd. [33].
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2 OVOCNE STAVY

Ovocné §t'avy a nealkoholické napoje jsou k dispozici v podstaté ve stejné podobe témer
kdekoli na svét€é a patii k velmi pokrokovému odvétvi potravindiského pramyslu. Na
zvySovani spotfeby téchto ndpojii plisobi rust Zivotni urovné, zmény ve stravovacich
navycich, rozvoje automobilismu, turistiky, gastronomie, globalizace trhu atd. [34]. Jsou
k dostani v lahvich, plechovkéch, v TetraPacich, saccich, kelimcich a dalSich zndmych
obalech [35]. Ve vyhlasce Ministerstva zemé&délstvi CR &. 335/1997 Sb. v platném znéni
vyhlasky ¢. 289/2004 Sb. Nealkoholickym napojem se rozumi népoj obsahujici nejvyse
0,5 % objemovych ethanolu (naméteno pii 20 °C), vyrobeny zejména z pitné vody,
pramenité vody, pfirodni minerdlni vody nebo kojenecké vody, ovocné, zeleninové,
rostlinné nebo zivociSné suroviny, piirodnich sladidel, sladidel, medu a dalSich latek,
a popiipadé¢ syceny oxidem uhli¢itym [36]. Zéakladnimi surovinami pro vyrobu
nealkoholickych néapoji jsou pitnd voda, pramenitd voda, pfirodni mineralni voda,
kojenecka voda, ovoce, nékteré druhy zeleniny, oxid uhlicity, sladidla, kyseliny,

aromatické latky a barviva [37].

2.1 Charakteristika ovocnych §t'av

Dle vyhlasky €. 335/1997 Sb. v platném znéni vyhlasky ¢. 289/2004 Sb. Ministerstva

zemédélstvi 1ze ovocné §tavy délit na:

- ovocnou nebo zeleninovou $tévou - Stava, zkvasitelny, ale nezkvaSeny
vyrobek ziskany z pfiméfené zralého a zdravého, Ccerstvého nebo
chlazeného ovoce nebo zeleniny, a to jednoho nebo vice druht, s
charakteristickou barvou, vini a chuti, které jsou typické pro Stéavu
pochazejici z prislusného ovoce nebo zeleniny; aroma, duznina a buiky ze
stavy, které jsou oddéleny v priibéhu zpracovani, mohou byt do téze Stavy

vraceny; rajcata se povazuji za zeleninu

- ovocnou §tavou z citrusovych plodi - §téva ziskand z endokarpu jejich
vnitini ¢asti; limetkova S$tava vSak miize byt ziskavana z celého plodu,
pouzije-li se vhodny vyrobni postup, ktery omezi podil slozek z vnéjsi casti

plodu na minimum
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- ovocnou nebo zeleninovou §tavou z koncentrované ovocné nebo zeleninové
Stavy (ovocnou nebo zeleninovou §t'avou z koncentratu) - §t'ava ziskand z
koncentrované ovocné nebo zeleninové stavy opétovnym doplnénim podilu
vody, ktera byla odstranéna pii koncentraci $tdvy a obnovenim aroma
pomoci tékavych slozek, které byly zachyceny v pribéhu koncentrace
prislusné ovocné nebo zeleninové stavy, poptipadé opétovnym doplnénim
ztracené¢ duzniny a bunék zachycenych pii vyrobé ovocné S§tavy stejného
druhu; ovocna nebo zeleninova Stava z koncentrované ovocné nebo
zeleninové §tavy musi vykazovat pfinejmensim rovnocenné organoleptické
a analytické vlastnosti odpovidajici primérnym hodnotam $tavy ziskané z

téhoz druhu ovoce nebo zeleniny podle pismene d) [36].

2.2 Vlastnosti ovocnych §t'av

Ovocné a zeleninové $tavy obsahuji primérné 85 — 92 % vody a 8 — 15 % suSiny.
Prevédznou cast susiny tvoii cukry a to pfedevs§im glukdza, fruktéza a v men$im mnoZzstvi
sachar6za [34]. Diky tomuto podilu jsou ovocné $tavy poklddany za mozné zdroje
rychlého ptisunu energie [35]. Obsah bilkovin je velmi nizky a téméf viibec se nevyskytuje
tuk, coz je vzhledem k vysoké spottebé ptiznivé. Z nutri¢niho hlediska je dilezity obsah
vitamind (pfevazné vitamin C) a mineralnich latek jako je naptiklad draslik, sodik, vapnik,
hot¢ik, mangan nebo fosfor [34]. Nékteré vitaminy nachdzejici se v ovocnych st'avach maji
antioxidacni vlastnosti. Mezi tyto latky patii kyselina askorbova (vitamin C), tokoferoly

(vitamin E), beta-karoten a flavonoidy [35].

V ovocnych Stavach se vedle kyseliny citronové nachazi naptiklad kyselina jablecnd ¢i
vinna. Kyselost §tav je ovlivnéna ptitomnosti uvedenych kyselin, kdy pH pouZzivanych
ovocnych §tav je pomérné€ nizké a to v rozmezi od 2 — 4,5. Samoziejmé, ze nékteré druhy

ovocnych §t'av, jako je naptiklad ananasova Stava, mohou mit pH vyssi [38].

Vodni aktivita (ay) hraje pfi zachovani nezavadnosti dulezitou roli. Koncentrované ovocné
stavy diky vysSimu obsahu cukru maji a, kolem 0,90 avSak u méné koncentrovanych
ovocnych §tav mize vodni aktivita vzristat, coZ je vhodné pro patogenni mikroorganizmy

a to predevsim pro plisn¢ a kvasinky [38].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Mezi vlastnosti ovocnych §t'av patii jejich pfiznivé G€inky na zdravotni stav, v nékterych
pfipadech i ucinky 1écivé, kdy se napiiklad pti poruchéch latkové vymény doporucuje

Stava z Cerného rybizu [34].

2.3 Technologicka vyroba a pouziti ovocnych St’av

Technologie vyroby ovocnych §tav se skldda z nékolika hlavnich kroki a to ziskavani
ovocné Stavy, odkalovani $tav, Cifeni Stav a konzervovani §tav [37]. Nejcastéjsi
surovinou pro vyrobu ovocnych §tav souvisejici se znacnym rozsifenim jsou jablka, dale je
to Cerny a Cerveny rybiz nebo visné. Z cizokrajného ovoce patii k nejpouzivanéjSim

pomerance, ananas a grapefruit [39].

Ovocna stava lze ziskat dvojim zplsobem a to lisovanim nebo maceraci, kdy dochazi

k vyluhovani teplou vodou. Casté&j$im zptisobem ziskani ovocnych §tav je lisovani [37].

Po sbéru, tfidéni a diikladném umyti a ndsledném drceni se ovoce dle dané¢ho druhu lisuje.
Obecné se vétSinou lisy pouzivaji na vice druhli ovoce, vSak u citrust, ananasu ¢i
peckového ovoce se vyuzivaji ke zpracovani specidlné konstruované zatizeni. Cerstvé
lisované ovoce spliiuje vesmes vSechny pozadavky, mezi které patii uhaSeni Zizné¢,
Cerstvost, zdravotni prospéSnost, piijemnou chut a samoziejmé pro dneSni populaci
dalezity faktor a to, ze je ptirodni. Pro¢ tedy vyuzivat dal§i postupy? Problémem je

udrznost ovocné Stavy, ktera rychle podléhé fermentaci mikroorganismu [35].

Po lisovani se st'avy odkaluji a to prostou sedimentaci, coz je nejjednodussi zptisob, filtraci
¢i odsttedovanim. Cifeni $§tav se provadi pomoci ¢ifidel, které zplsobuji vysrazeni
koloidnich necistot za vzniku rychle se usazujici srazeniny. Dle ucinku se ¢ifidla rozdéluji
na Ccifidla mechanickd (kifemelina, kaolin), chemicko-mechanicka (kasein, kyselina
kiemicita, ferrokyanid draselny) a ¢ifidla enzymaticka ptsobici na principu pektolytickych
enzymu. Poslednim krokem je konzervace ovocné §t'avy a to ptimo ke spotiebé nebo jako
polotvar. Mezi zakladni polotovary patii ovocné Stavy konzervované chemicky, kdy se
Stava bleskové pasteruje a dale se pouZziji povolena konzervacni Cinidla (benzoan sodny,
kyselina sorbova, oxid sifiCity), dale ovocné S§tavy konzervované sycenim oxidem
uhli¢itym a poslednim typem je konzervovani zahustovanim, kdy se zahuStuje na suSinu

60 — 65 % RS ve vakuovych odparkach [37].
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Pro pfimou spotiebu se Stédva pasteruje nebo se vyuzivd UHT zahfevu. Napiiklad u
pasterace citrusovych §tav je pasteracni teplota dosahuje 95 °C, kdy dochazi nejen
k odstranéni nezaddouci mikroflory, ale také dojde k inaktivaci pektolytickych enzymi.

Takto pasterovana se asepticky bali do obali [35].

Ovocné stava miize byt konzervovdna pro piimou spotiebu jako koncentrat, nebo se
konzervuje jako polotovar pro dal$i vyuziti a to napiiklad k vyrobé limonadovych
a konzumnich sirup. Kromé toho jsou také cennou surovinou pro vyrobu piirodnich

aromat a zékladnich latek pro pfipravu nealkoholickych napoju [34].
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3 MIKROORGANIZMY

Mikrobiologie je véda, ktera zahrnuje vyznam a vyskyt nejen bakterii, ale také i plisni,
kvasinek, prvoki a fas. Mikroorganizmy tvoii jak zacatek, tak i konec potravniho fetézce,
na kterém zalezi vSechen Zivot [40].

Je dilezité si uvédomit, Ze potrava, kterou piijimame je bud’ Zivo¢isného nebo rostlinného
puvodu a mikroorganizmy at’ uz se zda, Ze se ndm snaZzi znicit nase potravinové zdroje,
plni pfitom pouze svou biologickou roli. Podle zdroje, ze kterého se potrava sklada, je
mozné predvidat pfitomnost charakteristickych mikroorganizm, které se v dané potraviné
postupem casu objevi. Nékteré mikroorganizmy jsou v potravé zddouci, ne€které nikoli.
Tyto nezadouci mohou zplsobovat napiiklad rtizné gastroenteritidy. Diky témto
,»problémim* byla sestavena taxonomie, ktera se postupem ¢asu mélnila a dodnes se méni,
nebot jsou dopliiovany stale nové objevené mikroorganizmy. Zatazeni mikroorganizmi do

systému je zalozeno na molekularnich genetickych metodach [41].

3.1 Charakteristika vybranych bakterii

Uz podle nazvu se tato diplomové prace bude nejdiive zabyvat charakteristikou
modelovych mikroorganizmti, a poté charakteristikou mikroorganizmi, které mohou

zpusobovat kazeni ovocnych $tav.

Abychom vSak mohli jednotlivé bakterie charakterizovat, musime znat jejich zafazeni do
bakterialnich taxonomti. Neuzndvanéjsi systém na celém svété obsahuje kniha ,,Bergey’s
Manual of Systematic Bakteriology“. Zde je tiSe Procaryotae rozdélena podle stavby

bunécné stény a to do 4 odd¢leni.

e Odd¢leni 1. Gracilicutes (gracilit = tenky, curie = klize) — Prokaryota majici tenkou
a komplexni bunéfnou sténu slozenou ztenké vrstvy peptidoglykanu a vnéjsi

membrany. Netvofi endospory a jsou gramnegativni.

e Odd¢leni II. Firmicutes (firmus = pevny) — Prokaryota s pevnou a tlustou buné¢nou

sténou. Nékteré tvoii endospory a jsou grampozitivni.

e Odd¢leni IIl. Tenericutes (tener = jemny) — Prokaryota nemajici bunécnou sténu.

Na povrchu vicetvarych bunék je cytoplazmatickd membrana.
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e Oddéleni IV. Mendosicutes (mendosus = vadny) — Prokaryota majici atypickou

bunécnou sténu [42].

3.2 Modelové bakterie s bunécnou sténou grampozitivniho typu

Asi 20 nm tlustd bunééna sténa grampozitivnich bakterii je tvofena mohutnou vrstvou
peptidoglykanu skrze niZ na povrch pronikaji linearni fetézce teichoové kyseliny, ktera je
hlavnim povrchovym antigenem. Zakladni metodou diferenciace bakterii je Gramovo
barveni. U grampozitivnich bakterii se po pouZiti Gramovy barvici metody buné¢na sténa

zbarvi modrofialove [42].

3.2.1 Staphylococcus aureus

Stafylokoky jsou grampozitivni koky o velikosti zhruba 1 um, jsou nepohyblivé
a nesporulujici. Diky zplisobu déleni bunék tvoii vétSinou nepravidelné shluky
pfipominajici hrozny. Na neselektivnich pidach jsou kolonie S. aureus neprithledné,
hladkého povrchu a rovnych okrajt, krémové konzistence, vzdy pigmentované. Pigment
byva vétSinou smetanovy, krémovy nebo zlatozluty, kolonie maji asi 1 - 3 mm v praméru
[43]. S. aureus je kataldza pozitivni, oxiddza negativni a fakultativné anaerobni bakterie,
je typicky mezofilni s teplotnim rozmezim pro rist od 7 do 48 °C. Optimalni teplota riistu
je 37 °C, optimalni pH prostfedi se pohybuje mezi 6 — 7 [40]. Staphylococcus aureus je
potenciondlnim patogenem nejen u lidi, ale také u zvitat. Vyvolava onemocnéni sahajici od
banalnich koznich hnisavych afekci po zavazné zanéty vnitinich organt az smrtelné
probihajici sepse [43]. Kromé hnisavych (pyogennich) infekci, je také plivodcem
nejbéznéjsiho typu otravy potravinami diky produkci stafylokokového enterotoxinu [44].
Otrava se vyznacuje kratkou inkubacni dobou, obvykle 2 - 4 hodiny. Mezi ptrevladajici
symptomy patii nevolnost, zvraceni, zaludecni kiece, fihani, mize se dostavit i prijem.
Tyto problémy odezni béhem 1 — 2 dni. V zavaznych ptipadech mize dojit k dehydrataci,
a kolapsu, kdy se poté vyzaduje 1écba nitrozilni infuzi. Dulezitou charakteristikou, na
kterou by vyrobci potravin méli brat zietel je u S. aureus tolerance soli a sniZzené aktivity
vody v nékterych potravinach. Je schopen rast pii 5 — 7 % koncentraci NaCl a aw 0,83.
Vyskyt S. aureus v malém mnozstvi v potravindch neni neobvykly. Vyskytuje se
v syrovém mase nebo mléce, vétSinou je vSak eliminovan vysokou teplotou pii kulinarni

upravé nebo pii pasteraci. Tato bakterie se mlze objevit ve vétSim mnozstvi napiiklad
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v Sunkéch, naklddaném hovézim mase, syrech, trvanlivych saldmech nebo ve zmrzlinach,
zde v8ak vétSinou doSlo k pomnozeni kiizovou kontaminaci, ¢i nevhodnym skladovanim

[40].

3.2.2 Bacillus cereus

Rod Bacillus je v pfirod¢ velmi rozsifeny, zahrnuje grampozitivni aerobni, piipadné
fakultativné anaerobni ty¢inky. Buiiky byvaji pomérné velké (1 x 3-10 um), jsou pohyblivé
diky peritrichaln¢ umisténym bi¢ikim. Dilezitym znakem tohoto rodu je schopnost tvorby
endospor, které odolavaji neptiznivym podminkdm a vysokym teplotdm. Spory B. cereus
jsou elipsoidniho tvaru a nezdutuji bunku [43]. B. cereus je kultivatné nendrocna

fakultativné anaerobni bakterie, schopna ristu v teplotnim rozmezi 8 — 55 °C a optimalné

(primér 3 - 8 mm), plstnaté kolonie s nepravidelnymi okraji. Nejcastéji se vyskytuje
v pudé, vodé, mize se snadno pienaSet na vegetaci. Nachdzi se v riznych potravinach
vcéetné mlécnych vyrobkl, masa, kofeni a obilovin. B. cereus zpusobuje dvé formy
alimentarnich onemocnéni, jejichz pficinou je poziti kontaminovanych potravin, ve
kterych se B. cereus mnozi a produkuje enterotoxiny (emeticky a priiyjmovy toxin)
zodpovedné za klinické priznaky [43]. Prvni formou je onemocnéni davivého typu, které je
nejvice spojovano s konzumaci ryze, a druhou je onemocnéni prijmového typu [41].
Davici forma se projevuje nevolnosti, zvracenim a kie¢emi, ptiznaky se objevi béhem 1-5
hodin po poziti kontaminovanych potravin [45]. Nevolnost a zvraceni vétSinou odezni
béhem 6 — 24 hodin. U prijmovych obtizi se pfiznaky mohou objevit az po 8 az 16
hodindch a vétSinou byvaji doprovazeny bolesti bficha. Tento typ onemocnéni trva

vétSinou 12 — 24 hodin [41].

3.2.3 Bacillus subtilis

Stejné jako Bacillus cereus se tato aerobni bakterie rodu Bacillus vyznacuje tvorbou spor
[44]. Jedna se o pohyblivé tyCinky vyskytujici se jednotlivé nebo v nepravidelnych
shlucich, spory B. subtilis jsou ovalné a nezdutuji buiiku [46]. Roste v teplotnim rozmezi
25 - 43 °C, optimaln¢ kolem 30 °C a pii pH 5,5 — 8,5. BéZné se nachazi v pudé a na
vegetaci. Pro ¢lovéka nepiedstavuje potencionalni patogen, neni vSak vylouceno, ze tato

vSudypfitomna bakterie se nemilize nachdzet v kombinaci s jinymi mikroorganizmy u
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infikovanych lidi [44]. Bacillus subtilis se stejn¢ jako E. coli vyuziva hlavné jako

experimentalni bakterie [47].

3.2.4 Micrococcus luteus

Bakterie rodu Micrococcus tvoti sférické buiiky, vyskytujici ve shlucich vétSinou po dvou
¢i ve Ctveficich. Tyto nepohyblivé, nesporulujici striktné anaerobni koky mohou
produkovat pigmenty, konkrétn¢ Micrococcus luteus je zluté pigmentujici. Optimalni
teplota rastu je 25 — 37 °C [48]. Bakterie toho rodu je striktné aerobni, kataldza a oxiddza
pozitivni, halotolerantni, avSak pii 15 % koncentraci NaCl uz neroste [46]. B&ézné osidluje
kuzi savcu, u lidi se konkrétné nachazi na Cele, ramenech a nohach, kde se zivi odumielou
ktzi a potem [49]. Maso a mlé¢né vyrobky se povazuji za sekundarni zdroj vyskytu, kde
zpisobuji kaZeni, nepfedstavuji v§ak vyznamnou hrozbu infekce. Obecné se povazuje za
nepatogenni, onemocnéni mize vyvolat pouze u osob s oslabenou imunitou. Vyuziva se na
ruzné biologické testy, a to napiiklad pro zjiSténi rezistence vuci reziduim antibiotik

v potravinach [44].

3.2.5 Enterococcus faecalis

Bakterie rodu Enterococcus tvoti nepohyblivé sférické nebo ovoidni buniky vyskytujici se
ve dvojicich, drobnych shlucich nebo v kratkych fetizcich, jsou schopny rist v pfitomnosti
6,5 % NaCl nebo ve 40 % zluce a pti pH 9,6 [48]. Enterococcus faecalis diive ozna¢ovana
jako Streptococcus faecalis je fakultativné anaerobni, kalatdza negativni nesporulujici
bakterie s optimalni teplotou ristu 37 °C [46]. Enterokoky jsou kultivaén€ nenaro¢né, pro
jejich zachyt se vyuziva selektivné diagnostickd ptida Slanetz-Bartley agar, na které
enterokoky rostou v ruzovych az cervenych koloniich [43]. Enterokoky tvofi soucast
normalni stievni flory jak u ¢lovéka tak i zvitat, vyskytuji se také na rostlinach [44]. Patii
vSak mezi zavazné oportunni patogeny, Casto jsou puvodci nozokomialnich infekci
rezistentnich na vSechna konven¢né pouzivana antibiotika. Enterokokové infekce u
clovéka jsou ptiblizné v 90 % ptipadit vyvolany druhem E. faecalis, v7 % E. faecium,
dalsi druhy se uplatiiuji vzacné. E. faecalis mize zptusobovat infekce mocového méchyte,
rizné respiracni choroby, onemocnéni zvané endokarditida (zan€t srde¢ni nitroblany) [46].

Vyuziva se jako indikator pro zjisténi bezpecnosti potravin a vod [44].
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3.3 Modelové bakterie s bunéénou sténou gramnegativniho typu

Bunééna sténa gramnegativnich bakterii je znacné¢ odlisSna od bunétné stény
grampozitivnich bakterii [42]. Sklada se z tenké vrstvy peptidoglykanu obsahujici kyselinu
muramovou a nad ni je vnéj$i membrana [48]. Vnéj$i membrana je tvoiena fosfolipidovou
dvojvrstvou a proteiny, v zevni vrstveé jsou zakotveny molekuly lipopolysacharidu, které
udili bakterii antigenni vlastnostmi [43]. Mezi vnéjSi membranou a peptidoglykanovou
vrstvou je tzv. periplazmaticky prostor. Obsah lipidi ve vnéjsi sténé gramnegativnich
bakterii je pfi¢inou jejich odolnosti vi¢i povrchové aktivnim latkdm [50].
U gramnegativnich bakterii se po pouziti Gramovy barvici metody bunécna sténa zbarvi
cervené¢ nebo ruzoveé karbolfuchsinem nebot komplex barviva sjodem je vyplaven

ethanolem nebo acetonem [51].

3.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli je nejprozkoumanéj$i bakterie, nebot slouzi jako modelovy
mikroorganizmus pro biochemické, genetické 1 fyziologické studie [50]. Jedna se o
fakultativné anaerobni bakterii rodu Escherichia tvotici rovné tyCinky, které se nachazeji
jednotlivé nebo ve dvojicich. Je oxidaza negativni a kataldza pozitivni, pohybuje se
pomoci peritrichalnich bi¢ikii nebo je nepohybliva [48]. Roste v teplotnim rozmezi
7 — 50 °C a optimalné kolem 37 °C. Neutralni pH je optimdlni pro rust, ale za jinak
optimalnich podminek muaze rast i vpH 4,4 [40]. Mezi vlastnosti této bakterie patii
naptiklad schopnost zkvaSovat cukry (glukosu, laktozu) za intenzivni tvorby kyselin
(mlécnd, pyrohroznova, octovd a mravenci) a plynu [50]. Na ptidach tvoii hladké, lesklé
kolonie [41]. Je univerzalnim obyvatelem lidského 1 zvifeciho stfevniho traktu. Vyuziva se
jako indikator fekélni kontaminace a mozné ptitomnosti dalSich patogenti jako napiiklad
Salmonella Typhi [40]. Escherichia coli patii mezi podminéné patogenni mikroorganizmy,
predstavuje jednu z nejcastéjSich pticin infekce mocovych cest a to hlavné u mladych Zen
[45]. Ve stfevnim traktu je schopna vyvolat chorobné stavy v ptfipadé, ze se jedna o kmen
vybaveny specifickymi faktory virulence naptiklad schopnosti produkce toxind. Na

zéaklad¢ virulence se tyto kmeny rozdé€luji na [43]:
e enteropatogeni E. coli (EPEC)

e enteroinvazivni E. coli (EIEC)
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e enterotoxigeni E. coli (ETEC)
e enterohemorrhagické E. coli (EHEC)
e enteroagregativni E. coli (EAggEC)

Tyto kmeny mohou zplsobovat rGznd prijmova onemocnéni. Napiiklad kmen
enterotoxigenni E. coli (ETEC) zplsobuje tzv. cestovatelsky prijem. Mezi dalsi

onemocnéni, které miize tato bakterie zpiisobit je novorozeneck4 meningitida [40].

3.3.2 Serratia marcescens

Serratia marcescens je fakultativné aerobni, katalaza pozitivni, oxidaza negativni bakterie
tvofici rovné tycky, které jsou pohyblivé pomoci peritrichalnich bigiki. Cerveny pigment
je zpisoben tvorbou prodigosinu, které tvoii nékteré jeji kmeny. Je schopna rustu v
Sirokém rozmezi pH 5 — 9. Optimalni teplota rastu je kolem 30 — 37 °C. Nachazi se ve
vodé, pade, na rostlinach, podili se pfi kazeni potravin a je vyznamnym nozokomidlnim
patogenem. Zpiisobuje infekci mocovych cest [44], zapal plic, bakteriémie, endokarditidy.

S. marcescens byva €asto rezistentni na aminoglykosidy a peniciliny [45].

3.3.3 Pseudomonas aeruginosa

Bakterie rodu Pseudomonas se vyznafuje rovnymi mobilnimi ty¢kami, kdy pohyb
umoznuji polarni biciky [48]. Vyskytuji se vétSinou jednotlivé, ve dvojicich nebo
v fetizcich. Pseudomonas aeruginosa je aerobni bakterie s optimalni teplotou ristu kolem
37 °C [44] mtze vSak rust 1 pfi 42 °C na mnoha typech kultiva¢nich médii, je oxidaza
pozitivni. Tvofi hladké kulaté kolonie Casto s fluorescenéni nazelenalou barvu, nékdy vSak
muze tvofit i modry pigment [45]. Pseudomonas aeruginosa je obecné povazovana za
vSudypfitomnou bakterii. Velice ¢asto se nachdzi ve vlhkém prostiedi s nizkou dostupnosti
zivin, byla izolovana z povrchovych vod, pidy a vegetace. Jedna se o typicky piiklad
oportunniho patogena zejména pro citlivé jedince, navic vytvaii slizové vrstvy, které
mohou odolévat vi€i riznym antimikrobnim latkam [44]. Zptsobuje infekce mocovych
cest, infekce dychacich cest zejména u pacientl s cystickou fibrézou, meningitidu, zanéty
ktze, mékkych tkani, a rtizné systémové infekce, a to zejména u pacientl s tézkymi

popaleninami nebo u jedincii trpici rakovinou [47].
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3.3.4 Salmonella enterica

VétsSina salmonel je povazovdna za lidské patogeny, ackoli se 1iS§i v charakteristice
a zavaznosti onemocnéni, které zpusobuji [40]. V soucasnosti jsou platnd pouze dvé
druhové jména salmonel a to Salmonella bongori a Salmonella enterica, které obsahuji
Sest poddruhii. Mezi poddruhy Salmonella enterica patii naptiklad subspecies enterica,
salamae nebo arizonae [52]. Pod tyto podruhy se tadi spousty dalsi sérovarti, kterych je
dnes zndmo kolem 2500. Obecné se jednd o gramnegativni rovné tycky, které jsou
pohyblivé diky peritrichidlnim bic¢ikim [48]. Tyto tyCinky jsou dlouhé asi 1 -3,5 um
a Siroké 0,5 — 0,8 um, vétSinou se vyskytuji v fetizcich, ale mohou byt i jednotlivé nebo ve
dvojicich [52]. Salmonella enterica je fakultativné anaerobni, katalaza pozitivni a oxidaza
negativni bakterie, kterd ma optimalni teplotu rastu 37 °C. Je schopna tvorby sirovodiku.
Velmi dobfe byva usmrcovéana teplotou nad 66 °C [46]. V klinické mikrobiologii se
rozliSuji sérovary, které jsou primarn¢ patogenni pro ¢lovéka (antropogenni) a sérovary
primarné zoopatogenni. Mezi primarné antropogenni salmonely patii napiiklad sérovary
Typhi a Paratyphi, tedy plvodci zdvaznych systémovych onemocnéni tyfu a paratyfu.
Zoopatogenni salmonely maji Casto své zvifeci hostitele a ¢lovéka nakazi spiSe ndhodou
[43]. Mohou kontaminovat jak potraviny rostlinného ptivodu tak hlavné potraviny
zivo¢iSného puvodu a zaujimaji uz po fadu let prvni misto mezi piivodci alimentarnich
infekei [53]. Mezi hlavni pfiznaky stfevnich infekci vyvolanych salmonelami patfi mirna
horecka, nevolnost a zvraceni, bolesti bficha a priijem, ktery trva n¢kolik dni, poptipadé

muze pretrvavat i tyden nebo vice [40].

3.3.5 Citrobacter freundii

Tato bakterie rodu Citrobacter je charakteristickd rovnymi pohyblivymi tyCkami, které se
vyskytuji jednotlivé nebo po dvou. Stejné¢ jako salmonela je fakultativné anaerobni,
kataldza pozitivni a oxiddza negativni. VyznacCuje se taktéz produkci sirovodiku
a optimalni teplotou 37 °C [46]. Tato stievni bakterie vyuziva citrat jako zdroj uhliku [41].
Vyskytuje se ve vodé, piidé a podili se na kazeni potravin [46]. Je béznym obyvatelem
sttevniho traktu clovéka, ve vysSich koncentracich vSak mize zpiisobit gastroenteritidy u
oslabenych jedincii [50]. U déti mze zphsobit novorozeneckou meningitidu spojenou
s abscesem mozku, kterd mize byt az z 50 % smrtelnd a velmi Casto vznikaji dlouhodobé

¢i trvalé neurologické nasledky [54].
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3.4 Charakteristika bakterii zptisobujici kaZeni ovocnych §t’av

Ovocné §tavy jsou diky svym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem mikrobiologicky
témér stabilni. Mikrobiologicka stabilita je do zna¢né miry ovlivnéna hodnotou pH, vodni
aktivitou a poté pozd€j$imi tipravami jako je naptiklad pasterace [38]. I pies tyto vlastnosti
vSak mize dochézet ke kazeni [40]. I kdyZ jsou ovocné §tavy vétSinou napadeny plisnémi
a kvasinkami, mezi kontaminujici floru mohou patfit i nékteré bakterie. Mezi nejcastéjsi
rody bakterii, které jsou spojovany skazenim ovocnych S§tav patii Acetobacter,
Alicyclobacillus, Bacillus, Clostridium, Gluconobacter, Lactobacillus, Leuconostoc,

Saccharobacter, Zymobacter, Zymomonas a dalsi. [35].

3.4.1 Rod Acetobacter

Bakterie toho rodu jsou gramnegativni popiipadé¢ gramvariabilni elipsoidni tycky.
VétsSinou se vyskytuji jednotlivé, po dvou nebo v fetizcich. Tyto katalaza pozitivni a
oxidaza negativni obligatné aerobni bakterie mohou produkovat pigmenty [48]. Vykazuji
pomérné vysokou toleranci ke kyselému pH 4 — 7, optimum rustu je vSak kolem pH 5,4 —
6,3 a to pii teploté¢ 25 — 30 °C. Acetobaktery se vyskytuji na riiznych rostlinnych
materidlech, jako je ovoce a kvétiny [44]. Zastupce tohoto rodu, ktery se mtize nachéazet
nejen v jableéném mostu je Acetobacter acetin [46]. Acetobacter miize byt také nalezen
v zahradni pudé a odpadni vod¢ [55]. Pro ¢lovéka a zvitata jsou acetobaktery nepatogenni

[48]. Nejcastéji se vyuzivaji pro vyrobu octa [50].

3.4.2 Rod Alicyclobacillus

Tyto tyCinkovité bakterie jsou schopny vytvaret spory, které jsou odolné vici vysokym
pasteraénim teplotdm. Grampozitivni termofilni aerobni bakterie rostou pii teplotach
35 — 70 °C a nejlépe pti pH 3 — 5, ptezivaji vSak 1 pfi pH 2. Netvoii plyn, proto
kontaminaci timto rodem bakterii 1ze rozpoznat az po otevieni a konzumaci. Pro ¢lovéka
vSak tento rod neni patogenni [56]. Bakterie se do S$tav dostdvaji s ovocem
kontaminovanym pfii kontaktu s pidou, kazeni se projevuje nepiijemnym zapachem [57].
Zastupci tohoto rodu podilejici se na kazeni ovocnych stav, které bylo pozorovano v
jablecné §téaveé, hruskovém dzusu, pomerancové, broskvové a hroznové $tave, jsou
Alicyclobacillus acidoterrestris, Alicyclobacillus acidocaldarius a Alicyclobacillus

pomorum [58].
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3.4.3 Rod Bacillus

V soucasné dobé rodu Bacillus zahrnuje vice nez 60 druhl. Spolecnym znakem je
sporulace. VétSinou se jedna o grampozitivni bakterie, které jsou schopny riist v rdmci
aerobnich a fakultativné anaerobnich podminek, timto se 1isi od rodu Clostridium, které
jsou striktn€ anaerobni. Tento rod je rozsifen v pfirodé¢ a mize byt izolovan z potravin,
pudy, vody a dokonce i1 z eukaryotickych organismt. Vyuziva se predev§im pro vyrobu
riznych metabolitii a enzymil. VéEtsina zastupcii tohoto rodu je nepatogenni pro ¢loveéka, az
na vyjimky (n€které znich byly uvedeny v kapitole 3.2.), a proto jsou vyuzivany
v potravinafském a jiném primyslu [44]. Z ovocnych §t'av byly izolovany naptiklad druhy
Bacillus acidocaldarius [59], vSude ptitomny Bacillus subtilis [47], Bacillus coagulans,

Bacillus macerans, Bacillus polymyxa [60] atd.

3.4.4 Rod Clostridium

Klostridie jsou grampozitivni sporulujici tycky, striktné anaerobni, avSak nékteré druhy
jsou diky enzymatickému vybaveni schopny tolerovat v prostiedi mald mnozstvi kysliku.
Energii ziskavaji fermentacnimi procesy, bohatd enzymatickd vybava umoznuje vétSing
klostridii rozkladat proteiny ¢i sacharidy. Klostridie jsou vSudypfitomné, je mozné je
nalézt v ptdé¢, v rostlinnych produktech, zazivacich traktech, v otevienych ranach atd. Jen
par druht je schopno vyvolat onemocnéni Clovéka, nejcastéji jsou to toxikdzy, sepse
a nekrotizujici infekce mékkych tkani [43]. VétSina roste nejlépe pii pH 6,5 - 7,0 a pfi
teplot¢ 30 — 37 °C. Nékteré druhy jsou velmi odolné vii€i pasteracnim teplotdm [44].
V ovocnych §tavach se mohou nachazet napiiklad Clostridium butyricum, Clostridium

pasteurianum, Clostridium acetobutylicum [60] a dalsi.

3.45 Rod Gluconobacter

Buniky tohoto rodu bakterii jsou elipsoidni az tyCinkovité, vétSinou jsou uspotradany
jednotlive, po dvou nebo vzacné v fetizcich. Jsou gramnegativni ob¢as vSak gramvariabilni
s optimalni teplotou rastu 25 — 30 °C [48] a pH 5 — 6 [44]. Svétlé kolonie jsou kataldza
pozitivni a oxiddza negativni [48]. Pfisn¢ aerobni organismy jsou dobie ptizpisobeny k
zivotu v potravinach a to hlavné v sladkych nealkoholickych a alkoholickych néapojich s
kyselym pH nebo na rostlinnych materialech, pfedevsim na ovoci. Stejn¢ jako acetobaktery

oxiduji ethanol na kyselinu octovou [44].
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3.4.6 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou pomérné rozmanité a jsou fazeny do né€kolika raznych
druhti [44]. Buniky maji pravidelny tvar tycek, které jsou obvykle del$i. Tyto grampozitivni
nesporulujici bakterie jsou fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni, jsou schopny
optimalniho rastu pfi teploté¢ 30 — 40 °C a pH 5,5 — 6,2. Laktobacily jsou Siroce rozsifené
nejen v nejruznéjsich potravinach rostlinného a zivocisného ptivodu, ale i znecisténé vode,
v silazich a jsou béZznymi mikroorganizmy gastrointestinalniho traktu zivocichii véetné
Clovéka. Z toho vyplyva, ze tento rod neni patogenni pro ¢lovéka az na nékteré vzacné
vyjimky [48]. V jablecné st'avé se jako kontaminujici bakterie mohou objevit tito zastupci

Lactobacillus delbrueckii, L. plantarum a L. leichmannii [61].

3.4.7 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc patti do skupiny bakterii mlécného kvaSeni [44]. Buniky maji obcas tvar
kratkych tycek se zakulacenymi konci vyskytujici se po dvou nebo v fetizcich. Optimalni
ristova teplota téchto grampozitivnich nesporulujicich bakterii je 20 - 30 °C. Nachazi se
na rostlindch a v mléénych produktech, bézn¢ jsou pfitomny i v jinych potravinach [48].
Jsou povazovany az na vyjimky za nepatogenni [44]. Hlavnim zéstupcem, ktery v disledku

tvorby slizu mize zplsobit houstnuti nédpoji je Leuconostoc mesentroides [34].

3.4.8 Rod Saccharobacter

Gramnegativni rod bakterii se vyznacuje malymi rovnymi pohyblivymi tyckami, které
netvoii spory. Kolonie téchto fakultativné anaerobnich bakterii jsou hladké, mlécné bilé.
Tyto bakterie jsou oxidaza negativni a kataldza pozitivni. Optimalni teplota ristu je kolem
30 — 46 °C [55]. Netvoti pigment, fermentuji glukozu za tvorby ethanolu, CO, a malého
mnozstvi kyselin [48]. Zatim jedinym znamym zastupcem, ktery byl nalezen v jablecném

mostu a ve $tave agave, je Saccharobacter fermentatus [41].

3.4.9 Rod Zymobacter

Tento zastupce mikroorganismil, které se taktéz mohou vyskytovat v ovocném mostu, je
gramnegativni fakultativné anaerobni tyc¢ka se zaoblenymi konci. Roste v rozmezi
15 — 37 °C, optimaln¢ pii 30 °C a pH 6. Netvofi spory a pro svij rist vyzaduje kyselinu

nikotinovou. Kolonie tohoto rodu jsou kulaté, hladké a mlécné bilé. Podobné jako
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Saccharobacter a Zymomonas je rod Zymobacter schopen tvofit ethanol, CO, a malé

mnozstvi kyselin. Jediny zastupce tohoto rodu je Zymobacter palmae [55].

3.4.10 Rod Zymomonas

Gramnegativni tyCinky vyskytujici se vétSinou ve dvojicich a obvykle nepohyblivé. Rostou
v pomérn¢ Sirokém rozmezi pH 3,5 — 7,5 a pii optimalni teploté 25 — 30 °C [48]. Rod
Zymomonas je katalaza pozitivni a oxiddza negativni a je neSkodny pro clovéka [44],
naptiklad v tropickych oblastech se po staleti vyuziva jejich kvasnych schopnosti pro
piipravu pfirozené¢ kvasenych alkoholickych népoji. Tento rod ma jediného
representativniho zastupce Zymomonas mobilis se dvéma poddruhy, kdy Z. mobilis subsp.

pomaceae je pravé ptvodcem kazeni ovocnych mosta a piva [62].

3.5 Shrnuti teoretické casti

Literarnim prizkumem bylo zjisténo ze:

monoacylglyceroly maji Siroké vyuziti v nejriznéjSich primyslovych oblastech,

zejména diky svym povrchové aktivnim vlastnostem

- unékterych MAG se stfedni délkou kyselinového fetézce byly zjistény pozitivni
antimikrobialni G¢inky vici bakteriim, plisnim, kvasinkam a virim

- perspektivni metodou piipravy MAG je adice mastnych kyselin na glycidol diky

jeji univerzalnosti a vysokym konverzim

- ovocné §tavy jsou dostupné kdekoliv na svété, obsahuji vyznamny podil

jednoduchych cukri, vitamint a mineralnich latek

- pro zajisténi udrZznosti je nutné pouzit pasteraci a dal§i konzervacni metody,
které¢ vSak ni¢i nutricné vyznamné latky
- uvedené modelové mikroorganismy, které se pfedevsim vyuzivaji jako vhodné

mikroorganismy pro rizné biochemické testy, se vétSinou fadi mezi lidské

patogeny

-k bakteriim podilejici se na kazeni ovocnych $tav patii tyto rody - Acetobacter,
Alicyclobacillus,  Bacillus, Clostridium, Gluconobacter, Lactobacillus,

Leuconostoc, Saccharobacter, Zymobacter, Zymomonas a dalsi.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Vychodiska pro praktickou ¢€éast jsou zintencich poznatkl teoretické casti, kde byla
zpracovana reSerSe odborné literatury zaméfena na vlastnosti, vyrobu a antimikrobialni

ucinky monoacylglycerola.
Pro experimentalni ¢ast byly stanoveny nésledujici cile:

- ptiprava MAG adici ptisluSnych mastnych kyselin na glycidol za katalyzy
chromium (III) acetat hydroxidu

- studium  inhibiénich  0¢inkiT MAG  kyseliny  kaprinové,  laurové,
1- adamantankarboxylové, a jejich kombinaci na modelové bakterie
grampozitivntho a gramnegativniho typu. Testovani jednotlivych typt
monoacylglecerola na mikrotitracnich  destickach spolu se suspenzi

mikroorganismi pomnozenych v zivném médiu MPB

- studium  inhibi¢nich  G¢inkiT MAG  kyseliny  kaprinové,  laurové,
1- adamantankarboxylové, a jejich kombinaci na bakterie, které se nachazeji
v jablecné stavé. Monoacylglyceroly budou pfidavany ptfimo do vzorkl jable¢né
stavy.

- charakterizace bakterii vyizolovanych z ovocné §tavy jak na pocatku, tak i na konci

méreni.
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5 POUZITA ZARIZENIi A MATERIALY

5.1 Pouzité pristroje a pomiicky
Analytické vahy Sartorius, BA 110S
Autoklav Varioklav H+P

Autoklav Systec 2540 EL

Automaticky davkovac Dispensette BRAND
Automatické mikropipety BIOHIT
Automatické mikropipety Eppendorf

Bézny laboratorni material

Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)
Biologicky termostat Memmert INE 600
Denzitometr - DENZI-LA-METER
Digitalni byreta 25 ml - BH, BRAND

Filtr s modrou paskou - Schleicher & Schuell
Fotoaparat OLYMPUS C3040

Laboratorni pfedvazky - KERN

Magnetické michadlo MM4 (LAVAT)
Mikrotitra¢ni desticky

Microplate reader Benchmark (Bio-Rad)
Mikroskop OLYMPUS CX 41

Mikroskop laboratorni Motic BA200
Mikrovlné trouba Elektrolux

Rotac¢ni vakuova odparka — Hei — VAPadvantage, Némecko
Software Microplate Manager (Bio-Rad)

Vortex Heidolph, Reax top
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5.2 Pouzité bakterie

Ustav technologie a mikrobiologie potravin Univerzity Tomase Bati ve Zlin& poskytl nize
uvedené mikroorganismy.

Staphyloccocus aureus subsp. aureus CCM 3653
Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
Micrococcus luteus CCM 732

Enterococcus faecalis CCM 4224
Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

Escherichia coli CCM 3954

Salmonela enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Citrobacter gerundii CCM 7187

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

5.3 Zivna média

Pro stanoveni poctu mikroorganizmi v potravinach bylo pouzito zivné médium PCA,
jehoz slozeni bylo nasledujici:

PLATE COUNT AGAR - PCA

PCA 235¢g

Destilovana voda 1000 ml

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7+ 0,2

Pro pomnozeni bakterii bylo vyuzito masopeptonového bujonu jako kultivaéniho média,

jehoz slozeni bylo nasledujici:
MASOPEPTONOVY BUJON — MPB
Beef extract 30g
Pepton 50¢g

NaCl 50¢g
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Destilovana voda 1000 ml
Konec¢né pH (pii 25 °C) 7+ 0,2

Pro stanoveni koliformnich bakterii byl pouzit ENDO AGAR, jehoz ptiprava byla

nasledujici:

ENDO AGAR

ENDO AGAR 415¢
Destilované voda 1000 ml

Konec¢né pH (pii 25 °C) 7,5+ 0,2

Pro stanoveni mlécnych bakterii byla pouZita Zivnd ptida MRS, jejiz pfiprava byla

nasledujici:

MRS

MRS Oxoid 55,14 ¢
Agar 150¢g
Destilovana voda 1000 ml

Konec¢né pH (pfi 25 °C) 6,2 +£ 0,2

Jako diagnostické ptida pro stanoveni pfitomnosti mléénych streptokokt byla pouzita ptida

M17 s nasledujici ptipravou:

M17 AGAR

M17 broth 3921 ¢g
Agar 150¢g
10% glukézy 100 ml
10% laktozy 52 ml
Destilovana voda 1000 ml

Konec¢né pH (pii 25 °C) 6,9 +£ 0,2

Pro stanoveni oxida¢né fermentacni aktivity glukozy bylo pouzito médium pro fermentaci

cukrt, jehoz ptiprava byla nésledujici:
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MEDIUM PRO FERMENRTACI CUKRU

Beef extract 30g
Pepton 10,0 g
NaCl 50¢g
Barva na OF test 1 ml
D - glukéza 1-2¢

Vsechna zivnd média byla po rozpusténi v destilované vod¢ vysterilizovana v autoklavu

20 minut pii teploté 121 °C.

5.4 Chemikalie

Aceton p.a. - Sigma - Aldrich, Praha

Benzin - Ing. Bacilek Jaromir, CSc. - Dorapis, Brno
Barva na O/F test

Destilované voda

Dimetylsulfoxid (DMSO)

ENTEROtest 16 - PLIVA — Lachema, Brno
ENTEROtest 24 - PLIVA — Lachema, Brno

Ethanol denaturovany 96 %

Fenolftalein 1 % roztok v ethanolu

Glydidol (2,3-epoxy-propanol) 96% - Sigma - Aldrich, Praha
Hydroxid draselny — Lachema, Brno

Chromium (III) acetat hydroxid - Sigma - Aldrich, Praha
Imerzni olej - PENTA, Ing, Petr Svec, Praha

Parafinovy olej - PLIVA — Lachema, Brno

Krystalova violet’

Lugoliv roztok
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Kyselina kaprinova 96 % - Sigma - Aldrich, Praha

Kyselina laurova 98 % - Sigma - Aldrich, Praha

Monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG Cio:0) 96,5 %
Monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG Ci2:0) 98,1 %

Monoacylglycerol kyseliny 1- adamantankarboxylové (MAG ACA) 98,9 %
NEFERMtest 24 PLIVA — Lachema Diagnostika s.r.o., Brno

NYSTATIN Streptomyces noursei - Calbiochem, Germany

OXItest - PLIVA — Lachema Diagnostika s.r.0., Brno

Peroxid vodiku

Safranin
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6 METODY

6.1 Priprava MAG

MAGry kyselin kaprinové a laurové byly ptfipraveny spolecné se Zdetikem Macalikem [63]
adi¢ni reakci pfislusné kyseliny na glycidol. Reakce probihala v temperovaném
dvouplastovém valcovém reaktoru pifi 90 °C. Navazka obou kyselin byla 50 g. Po
roztaveni kyseliny bylo néasledné¢ ptidéano 0,5 % hmot. katalyzatoru chromium (III) acetat
hydroxidu a po 30 minutach byl pfidan glycidol v 1,3 nasobném molarnim piebytku vici
kyseliné. Vsechny latky byly pomoci magnetického michadla homogenizovany

a zahtivany po dobu 2 hodin.

MAG kyseliny 1 — adamantankarboxylové byl vyroben na UTTTK. Jeho preparace neni

tedy soucasti této prace.

Po této reak¢éni dobé byly odebrany tyCinkou vzorky a stanoveny konverze reakce.
Jednotlivé vzorky byly zvazeny, rozpustény v 5 ml smési xylen : ethanol v poméru 1 : 1
a titrovany roztokem KOH na indikator fenolftalein. Hmotnostni procenta dané¢ MK
kyseliny vztazené na navazku MK byly vyjadieny vzorcem piejatym z prace Boehmové

[64]:

%C:a-cKOH~M

£.100
1000-m- p

Kde: a-—spotieba 0,1 M KOH [ml]
ckon — presnd koncentrace KOH [mol . | 1
Mk — molarni hmotnost dané mastné kyseliny [g.mol']
m — navazka odebraného vzorku [g]
p — hmotnostni zlomek kyseliny v reak¢éni smési

Vytézek MAG, resp. konverze reakce byla kalkulovana ze vzorce uvedeného v praci

Boehmov¢[64]:
%MAG =100 —-%C

Takto vyrobené monoacylgylceroly byly za horka pievedeny do 50 ml ethanolu

a nerozpustné podily (rezidua katalyzatoru) filtrovany pftes filtr s modrou paskou pomoci
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Biichnerovy nalevky. Dale byla provedena purifikace dvojnasobnou rekrystalizaci
z ethanolu. MAGy pak byly odfiltrovany na Biichnerové nalevce a vysuSeny pfi

laboratorni teploté [10].

6.2 Priprava suspenze bakterii a sledovani inhibi¢nich ué¢inku MAG

Suspenze bakterii byla piipravena do sterilnich zkumavek s 10 ml zivhého média MPB

a kultivovana pti 30 °C po dobu 24 hodin.

Pomoci mikrodiluéni metody a pfistroje Microplate reader Benchmark byly sledovany
inhibi¢ni GCinky jednotlivych 2 % MAG (2 % roztok MAG v ethanolu), které byly
aplikovany na mikrotitracni desticky spolu se suspenzi bakterii. Pouzité koncentrace, které
byly pfipraveny piislusnym fedénim do sterilnich zkumavek s masopeptonovym bujonem
(MPB), byly: 0, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 pg.ml". Nulova koncentrace slouzila
jako kontrola. U kombinaci MAG C10+ACA, MAG 12+ACA byly pouzity koncentrace
200 a 500 pg.ml™ u MAG 10+12 byly pouzity koncentrace 200, 300 a 500 pg.ml™.

Tab. 1. Priprava jednotlivych koncentraci MAG

Koncentrace MAG [ug.ml']] Objem roztoku MAG [pl] Objem MPB [ml]
0 0 3
25 3,75 2,996
50 7,5 2,992
100 15 2,985
250 37,5 2,962
500 75 2,925
1000 150 2,850
1500 225 2,775
100 + 100 15+15 2,970
250 +250 37,5+ 37,5 2,925
150 + 150 22,5+225 2,955

Do jednotlivych jamek mikrotitraénich desti¢ek byly aplikovany jednotlivé koncentrace
MAG v mnozstvi 200 pl a suspenze mikroorganismi v mnozstvi 5 ul. U takto pfipravené
mikrotitracni desticky byla méfena v 30 — ti minutovych intervalech absorbance pii 600

nm a po dobu 24 hodin.
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Tab. 2. Systém nanadseni na mikrotitracni desticku

Bez MO MO1 MO2 MO3 MO4 MOS
A 0
B 25
C 50
D 100
E 250
F 500
G 1000
H 1500

Z naméfenych hodnot na pfistroji Microplate reader Benchmark byl vypocitan primér
a byly sestrojeny ristové kiivky. Z téchto dat byl stanoven index ristu (IR) bakterii
v médiu s MAG proti ¢istému médiu v intervalech 8, 12 a 16 hodin pomoci uvedeného

vzorce [9].

IR (%):M.loo

PK
Kde: As00- hodnota absorbance
ANk - hodnota absorbance negativni kontroly

Aprx—hodnota absorbance pozitivni kontroly

6.3 Priprava vzorka pro ovocné Stavy

Vsechny testované monoacylglyceroly byly vyrobeny v laboratofich Ustavu technologie

tukt, tenzidl a kosmetiky pomoci adice ptislusné kyseliny na glycidol [10].

Zasobni roztoky monoacylglycerolt v ethanolu byly sterilné aplikovany do vzorkl Cerstvé
nepasterované ovocné Stavy, tak aby vysledna koncentrace jednotlivych MAG byla 0, 50,
250, 500, 1000 a 1500 pg/ml. Dale byly testovany kombinace monoacylglyceroli: MAG
ACA + MAG Cio0.0, MAG ACA + MAG Ci2:0 a MAG Cio:0 + MAG Ci2:0 v koncentracich
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200 a 500 pg.ml™. Jako kontrola byly pouZity vzorky ovocné §tavy bez pridavku MAG.

Vzorky byly uchovavany v temné mistnosti pii 5 °C.

Tab. 3. Pouzité koncentrace MAG a priprava vzorkii

Koncentrace MAG [pg.ml'l] Objem roztoku MAG [pl] | Objem ovocné §t’avy [ml]

0 0 30

50 7,50 29,92

250 37,50 29,62

500 75 29,25

1000 150 28,50

1500 225 27,75

100 + 100 15+15 29,70

250 + 250 37,5 +37,5 29,25

U¢inné koncentrace byly vybrany na zakladé pfedchoziho méfeni pii metodach in vitro na

modelovych mikroorganizmech.

6.4 Mikrobiologicka analyza

Rist jednotlivych skupin bakterii v ovocné $tavé byl sledovan po dobu 4 tydnid s

pravidelnymi odbéry vzorkl po kazdych sedmi dnech skladovani.

Vzorky ovocnych $tav pro mikrobiologickou analyzu byly asepticky odebrany a vhodné
nafedény fyziologickym roztokem, ktery byl vysterilizovan pfi teploté 121 °C po dobu 20
minut. Fyziologicky roztok byl ptipraven z 8,5 g NaCl a 1000 ml destilované vody.

Takto nafedéné vzorky byly nanaseny po 0,1 ml a rozetieny sterilni hokejkou na vybrana
zivna média vzdy ve dvou opakovanich a to na PCA, ENDO pro izolaci bakterii ¢eledi
Enterobacteriace, MRS pro izolaci mlécnych bakterii. Pro potlaceni rastu kvasinek a plisni
bylo do zivnych pid pfidavano antimykotikum NYSTATIN, které bylo rozpusténo

v dimethylsulfoxidu (DMSO) a naneseno v objemu 0,1 ml na zZivna média.

Kultivace probihala 48 hodin v termostatu pfi laboratorni teploté. K jednotlivym méfenim
byla samoziejm¢ provedena i kontrola, ktera neobsahovala zadny MAG a dale kontrola
rustu kvasinek a plisni na ptidach bez ptidavku antimykotika. Po dvoudenni inkubaci byly

narostlé kolonie spocitany a byla vyjadiena hodnota CFU/ml dle uvedeného vzorce [51].
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cry =2/ K77 -mi™']
dv

kde: Zc — pocet vsech kolonie tvoficich jednotek
n — pocet ploten pouzitych pro vypocet
d — pfislusné pouzité fedéni

V — objem ockovaného inokula [ml]

6.5 Izolace bakterii

Z Cerstvé ovocné $tavy byl odebran vzorek a natedén desitkovou fadou ve fyziologickém
roztoku. Bylo provedeno fedéni 10 °,10 ™' a 10 . Z kazdého feddni bylo pipetovano 0,1 ml
na zivné pudy PCA, MRS a ENDO, do kterych byl pfidavan NYSTATIN pro potlaceni
rustu kvasinek a plisni. NaoCkované misky byly kultivovany 48 hodin pfi laboratorni
teploté ve vypnutém termostatu. Vyrostlé kolonie byly izolovany kiizovym roztérem na
prislusném zivném médiu pro ziskani ¢isté kultury. Po ¢tyfech tydnech kultivace mostl byl
taktéz odebran vzorek a natfedén. Tentokrat bylo pouzito fedéni 10 0,10 '1, 10 2a10 7.

Postup byl stejny jako u Cerstvé ovocné st'avy. Celkem bylo izolovano 14 kultur bakterii.

6.6 Metody pouzité pro charakterizaci bakterii

Pro charakterizaci bakterii izolovanych z ovocné Stavy byly sledovany morfologické

znaky a bylo provedeno nékolik biochemickych testa.
Morfologické znaky

Makroskopické morfologické znaky jsou patrné pouhym okem a ukazuji na zptsob ristu
mikroorganizmu v zivnych piidach. Pti vyhodnocovani morfologie kolonii byl zji§tovan
tvar, povrch, profil, okraj konzistence a barva kolonii. U mikroskopické morfologie byl
pozorovan tvar bunék a jejich uspotfadani [51].

Gramovo barveni

vvvvvv

a nasledn¢€ mofi roztokem jodu. Vnika komplex barviva a jodu, ktery 1ze u nékterych roda
a druh mikroorganizmti vyplavit ethanolem nebo acetonem. Tyto mikroorganizmy jsou

potom oznacovany jako G-.
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Sterilni klickou byla rozestfena ¢ast bakteridlni kolonie ve fyziologickém roztoku. Po
zaschnuti byl preparat fixovan nékolikanasobnym protazenim plamenem. Poté byl
prevrstven krystalovou violeti po dobu 60 sekund. Po oplachnuti vodou byl preparat
prevrstven Lugolovym roztokem na dobu 30 sekund, poté bylo barvivo slito a oplachnuto
kratce vodu. Nasledovalo odbarveni acetonem a dobarveni safraninem po dobu 60 sekund.
Vodou oplachnuty preparat byl osuSen a po kdpnuti imerzniho oleje mikroskopovan za

pouziti imerzniho objektivu pii zvétSeni 16 x 100 [51].
KOH test

U jednotlivych bakterii 1ze Gramovu reakci zjistit pomoci rychlého testu s KOH, ktery je
zaloZen na rozdilném slozeni bunécné stény G+ a G- bakterii. Na podlozni sklicko byl
kapnut roztok 3 % KOH a do n& byla pomoci sterilni chladnou klickou rozetfena ¢ést
bakterialni kolonie. Pii odtahovani klicky byla pozorovana reakce, zda se vytvofi i

nevytvoii tdhnouci visk6zni hmota, ktera se tvoti u G- bakterii [51].
Test na tvorbu katalazy

Peroxid vodiku, ktery miize vznikat pii nékterych biochemickych procesech, je pro
bakterie toxicky. Nekteré bakterie produkujici enzym kataldzu dokazi tento peroxid vodiku
rozkladat. Na podlozni sklicko byl kdpnut 3 % peroxid vodiku a do kapky byla kli¢kou
rozetiena testovana kultura z agarové plotny. Pozitivni reakce se projevila uvoliovanim

bublinek kysliku bezprostiedné po pridani kultury [51].
Oxidac¢né fermentacni test — O/F test

Pomoci tohoto testu se stanovuje oxidacné fermentacni aktivita glukozy a to za ptitomnosti
a nepfitomnosti kysliku. Dvé zkumavky byly soufasné zaockovany vpichem testovanou
kulturou. Povrch jedné piidy byl pielit parafinovym olejem pro zajiSténi anaerobniho
prostfedi. Zkumavky byly inkubovany po dobu 48 hodin pii laboratorni teploté ve

vypnutém termostatu. Pozitivni reakce se projevi zlutym zbarvenim [51].
Oxidazovy test - OXItest

Detekéni prouzky OXIltest jsou urCeny pro detekci bakteridlni cytochromoxidazy.
Postupovalo se dle pfilozeného navodu, kdy se po otisku impregnované casti prouzku na

izolované kolonii pfimo na kultivacni ptidé¢ odecetla reakce do 1 minuty.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Diagnosticka puda M17

Na selektivné diagnostickych ptidach roste jen velmi mala skupina mikroorganizmi, ktera
se projevi charakteristickou biochemickou reakci. Pida M17 se vyuzivd pro detekci
mléénych streptokokil. Cisté 48 - hodinové kultury jednotlivych izolatéi byly naotkovany
vobjemu 0,1 ml na diagnostickou pidu a kultivovany pfi teplotdich 5 °C, 42 °C

a laboratorni teploté. Po dvou dnech byly vysledky odecteny [51].
ENTEROtest 16, 24

Vyuziva se kidentifikaci kment Celedi Enterobacteriaceae. Z izolovanych kultur byla
pfipravena suspenze odpovidajici 1. stupni McFarlandovy zékalové stupnice. Dalsi postup

byl proveden dle piilozené¢ho navodu.

NEFERMtest 24

Souprava NEFERMtest 24 je wurend pro rutinni identifikaci gramnegativnich
nefermentujicich baktérii, nebo pro identifikaci nejbéznéjSich zastupcl oxiddza pozitivnich
fermentujicich tycek. Suspenze odpovidajici 2. stupni McFarlandovy zédkalové stupnice

byla ptipravena z izolovanych kultur. Dal$i postup byl proveden dle ptilozené¢ho navodu.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledna konverze MAG

Dle postupu uvedeného v kapitole 6.1 byla stanovena konverze u vyrobenych MAG
kyseliny kaprinové a laurové. Vysledna konverze u MAG kyseliny kaprinové byla 96,5 %
a u MAG kyseliny laurové byla 98,1 %. Tyto hodnoty svéd¢i o pomérné vysoké Cistote
danych monoacylglycerolli, a tedy vhodnosti jejich dal§iho pouziti. Preparace vzorku
MAG kyseliny 1-adamantankarboxylové nebyla soucasti této prace. Byl pfipraven na

UTTTK [65]. Konverze reakce Ginila 98,9 %.

7.2 Inhibice MAG in vitro

U vsech uvedenych monoacylglycerolt a jejich kombinaci byla odecitana inhibice G+ a G-
modelovych bakterii po dobu 24 hodin. Hodnoty byly pfevedeny na IR ato v 8, 12 a 16
hodinach. Jednotlivé vysledky z méfeni jsou uvedeny na obrdzcich, kde je uvedena
zavislost IR po 8 hodinovém plisobeni MAG. Vysledky ziskané po 12 a 16 byly prakticky
totozné, a proto zde nejsou uvedeny. V piilohach 1 a 2 jsou pro srovnani u¢inkit MAG

uvedeny rustové kiivky vybranych bakterii.

Obr. 1. Vliv MAG Cjg.ona G+ bakterie

Uéinek MAG C1o;o
120
100 -
80 -
S
o 60 -
40 A
20
Nl E=ln
Staphylococcus Bacillus cereus Bacillus subtilis  Micrococcus luteus Enterococcus
aureus faecalis
‘I 25 pg/ml O 50 pg/ml O 100 pg/ml @ 250 pg/ml @ 500 pg/ml @ 1000 pg/ml @ 1500 pg/ml
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Z obr. 1. 1ze pozorovat inhibi¢ni u¢inek MAG Cj.9 od koncentrace 100 ug.ml'l. Jednotlivé
typy mikroorganismi odlisné reagovaly na ucinek MAG. U Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus a Micrococcus luteus byl ucCinek téméi stejny, kdy inhibice stoupala se
vzristajici koncentraci MAG, krom& koncentrace 500 ug.ml"'. Naopak u Bacillus subtilis
byla zaznamenana inhibice jiZ pfi koncentraci 25 pg.ml”, aviak pfi koncentraci 50, 100
a 500 pg.ml’' inhibiéni uginek klesl. Enterococcus faecalis byl pomémné odolngji,

inhibi¢ni u¢inky MAG C 0. se projevily pouze v koncentracich 250, 1000 a 1500 pg.ml™.

Obr. 2. Viiv MAG Cjp.ona G- bakterie

Uéinek MAG C1o:0
140
120
100 -
T 80 B —
= 60 - —|
40
0 - ‘ ‘
Salmonella Escherichia coli Serratia Citrobacter Pseudomonas
enterica marcescens freundi aeruginosa
® 25 pg/ml O 50 pg/ml O 100 pg/ml @ 250 pg/ml @ 500 pg/ml @ 1000 pg/ml O 1500 pg/ml ‘

Na obr. 2. se u G- bakterii u¢inek MAG Cjo, projevil az pfi vysSich koncentracich a to
vétsinou od 500 pg.ml’, pouze u Escherichia coli byl u&inek zaznamenan jiz pii
koncentraci 100 pg.ml™” a naopak koncentrace 500 pg.ml™' je méné u¢inna. Ostatni bakterie

m¢eli snizenou odolnost viici MAG se zvysujici se koncentraci.
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Na dalsim obr. 3. je znazornén uCinek MAG Cj0 na G+ bakterie. Z vysledka lze
konstatovat, ze u Staphylococcus aureus a Bacillus cereus byly naméteny podobné
vysledky, kdy se Gplny inhibi¢ni G¢inek MAG projevil pii koncentraci 100 pg.ml™. TéméF
stejné¢ho vysledku bylo dosazeno u Micrococus luteus, kde byl vSak zaznamenan drobny
narast v koncentraci 1500 pg.ml”. U Bacillus subtilis byla zaznamenana inhibice ve viech
koncentracich. Enterococcus faecalis stejné jako u MAG C10:0 vice odolaval inhibici

MAG, G&inné koncentrace byly 100, 250, a 1000 pg.ml™.

Obr. 3. Vliv MAG Ciz.ona G+ bakterie

Uéinek MAG Ci2:
70
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50
g 40 A
o
30 -
20 -
10 -
0 - ‘ ‘ ‘ [1 ‘
Staphylococcus Bacillus cereus Bacillus subtilis Micrococcus Enterococcus
aureus luteus faecalis
25 pg/ml O 50 pg/ml O 100 pg/ml @ 250 pg/ml @ 500 pg/ml @ 1000 pg/ml O 1500 pg/ml

Naopak na obr. 4. lze zaznamenat, ze MAG Ci,¢ na G- bakterie nemél témét zadny
inhibi¢ni uc¢inek oproti MAG Cjg.. Viditelného ucinku bylo dosazeno pouze u Escherichia

coli a to v koncentracich 1000 a 1500 pg.ml™.
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Obr. 4. Viiv MAG Cis.9na G- bakterie

Uéinek MAG C12:0
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Salmonella Escherichia coli Serratia Citrobacter freundi Pseudomonas
enterica marcescens aeruginosa

@ 25 pg/ml O 50 pg/ml O 100 pg/ml m@ 250 pg/ml @ 500 pg/ml @ 1000 pg/ml O 1500 pg/ml

Obr. 5. Vliv MAG C ACA na G+ bakterie

Uéinek MAG ACA
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Co se ty¢e MAG kyseliny 1 — adamantankarboxylové Ize z obr. 5. konstatovat, ze u témet
viech G+ bakterii bylo inhibi¢niho u&inkd dosazeno pouze v koncentraci 1500 pg.ml™. U
Bacillus subtilis byl zaznamenam snizeny rust skoro u vSech koncentraci kromé

500 ug.ml™, Enterococcus faecalis odolaval viem koncentracim MAG ACA.

Obr. 6. Viiv MAG ACA na G- bakterie

Uéinek MAG ACA
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S
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40 A
20 -
0 B
Salmonella Escherichia coli Serratia Citrobacter freundi ~ Pseudomonas
enterica marcescens aeruginosa
@ 25 pg/ml 050 pg/ml 0 100 pg/ml @ 250 pg/ml @ 500 pg/ml @ 1000 pg/ml O 1500 pg/mi

Podobnych ucinkt jak je mozné vidét na obr. 6. bylo dosazeno i u G- bakterii. Escheirchia
coli mé&la oproti ostatnim bakteriim sniZeny riist v koncentracich 100, 250 a 1500 pg.ml™,
tiplna inhibice nastala v koncentraci 1000 pg.ml”. U Serratia marcescens a Pseudomonas
aeruginosa nebyl zastaven rist ani pfi koncentraci 1500 pg.ml”, u Salmonella enterica
a Cirtobacter freundii byla tato koncentrace u¢inna. Z uvedenych vysledki Ize usoudit, ze
MAG ACA vykazuje pomérné¢ mnohem nizsi inhibi¢ni aktivitu nez pfedchozi uvedené

monoacylglyceroly.

Vybrané kombinace MAG, jak Ize vidét na obr. 7., pozitivné¢ zastavovaly riist bakterii a to
zejména u Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus a Bacillus subtilis,
u kterého se inhibice projevila nejvice. Naopak u Enterococcus faecalis byl zaznamenan
snizeny rust u kombinace MAG Cjo.o + MAG Cjy. v koncentraci 200, 300 a 500 ug.ml'1
a u kombinace MAG C,.0+ MAG ACA v koncentraci 500 ug.ml'l.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obr. 7. Viiv kombinaci MAG na G+ bakterie

Uéinek kombinaci MAG
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aureus luteus faecalis
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m C10+ACA =200 pg/ml OC12+ACA =200 ug/ml O0C10+C12 =200 pg/m| mC10+ACA =500 pg/ml
mC12+ACA =500 pg/m|l @ C10+C12 =500 ug/ml O C10+C12 =300 pg/ml

Obr. 8. Viiv kombinaci MAG na G- bakterie
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Na obr. 8. u G- bakterii vykazovaly kombinace MAG pozitivnich ucinkii pouze u
Escherichia coli a to kombinace MAG Co.0 + MAG ACA v koncentraci 200 a 500 ug.rnl'1

a kombinace MAG Cig.0 + MAG Cj,.0 ve vSech koncentracich.

Ze vsech uvedenych obrazkl vyplyva, ze MAG a jejich kombinace jsou u¢inngjsi vaci G+
bakteriim nez proti G- bakteriim, a to na zdklad¢ rozdilné bunécné stény. Obdobného
vysledku bylo dosazeno ve studiich autorti Altieri a kol. [17] a Kabara a kol.[21]. Jako
nejméné ucinny monoacylglycerol byl MAG ACA a to jak u G+, tak i u G- bakterii a dale

kombinace u G- bakterii.

Dale 1ze konstatovat, ze znacnou odolnost u G + bakterii vykazoval Enterococcus faecalis,
naopak za nejméné odolnou bakterii vii€i inhibicnim U¢inkim MAG lze povaZovat
Bacillus subtilis. U téchto dvou mikroorganismil jsou pro srovnani v ptiloze 1 uvedeny
rustové kiivky znazoriujici t¢inky MAG po dobu 24 hodin.

U G - bakterii se inhibi¢ni u¢inky MAG vyraznéji projevili pouze u Escherichia coli. Jak
dokladd studie Skiivanové a Marounka [30] Salmonella enterica patii mezi odolné

bakterie. Pro srovnani jsou v ptiloze 2 taktéz uvedeny rastové kiivky.
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7.3 Kultivace moStu

Pii prvnim pokusu o sledovani G¢inku MAG na bakterie pfitomné v ovocnych §tavach
nebylo pro potlaceni rastu mikroskopickych hub pouzito antimykotikum. Pfesto bylo
mozné sledovat inhibi¢ni u¢inky monoacylglyceroll, a to zejména monokaprinu (MAG
Ci0:0) a jeho kombinaci s ostatnimi testovanymi MAG. Pfi téchto testech bylo zjiSténo
snizeni celkového poc¢tu mikroorganizmi ve vzorcich §t'avy s pridavkem MAG Cg a jeho
kombinaci s MAG Cj,.0a MAG ACA. Pro dalsi experimenty zamétené na sledovani vlivu
MAG na riist bakterii ve vzorcich ovocné §tavy vsak bylo nutné potlacit rust kvasinek
a plisni. Kultivace mikroorganizmii ze vzorkl jable¢né §tavy byla tedy provadéna na
miskach s ptislusnou zivnou pidou a polyenovym antimykotikem NYSTATIN. Nystatin
byl rozpustén v dimetylsulfoxidu (DMSO) a nanaSen pfimo na Zzivnd média sterilni
hokejkou v objemu 0,1 ml. Vysledky inhibice kvasinek a plisni byly pozitivni a po oSetieni
nystatinem rostly na miskach s jednotlivymi pidami pouze bakterie. Pro kontrolu byla

vzdy zaoCkovana i zivnd média bez téchto antimykotik.

Obr. 9. Kontrola bez MAG na puddach MRS, ENDO a PCA s NYSTATINEM a bez

Na obr. 9. je uveden piiklad srovnani kultivace vzorki ovocnych §tav na PCA, MRS

a ENDO s pridavkem a bez pridavku nystatinu.
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V soubézné¢ probihajicim pokusu Zdeitka Macalika [63] byl sledovan vliv
monoacylglyceroll na rist kvasinek a plisni v pfirodnich ovocnych $tavach. Bylo zjisténo,
ze v kontrolnim vzorku bez ptfidavku MAG dochazi ke zvySovani poctu kvasinek
v pribéhu skladovani. Hodnota CFU/ml po tydnu skladovani byla 1 . 10°, pii nasledujicich
rozborech hodnota stoupala az na 1 . 10° CFU/ml po &tyfech tydnech skladovani. Zaroveii
byl pozorovan inhibi¢ni u¢inek MAG na kvasinky, ktery stoupal se vzristajici koncentraci

cvwr

koncentraci 50 pg.ml™.

Ve vzorcich ovocnych stav lze ocekavat vziajemné ovlivnéni jednotlivych skupin
mikroorganizmii. MnoZeni a rlst kvasinek spojeny s produkci ethanolu a kompetici o

ziviny muze tedy zna¢né ovlivnit rist a mnozeni prokaryotickych bakterii.

7.3.1 Prvni tyden

Po prvnim tydnu uchovavani vzorki, s ptidavkem MAG a kontrolou bez MAG pfti 5 °C
v temné mistnosti, byly vzorky odebrany a nafedény ve sterilnim fyziologickém roztoku.
Vysledky po 48 hodinach kultivace jsou uvedeny v tabulkach a jsou vyjadieny jako CFU

v 1 ml vzorku.

Tab. 4. Vysledky kultivace vzorkit na PCA s NYSTATINEM v CFU/ml

Koncentrace MAG (ug.ml'l)

MAG |Kontrola 50 200 250 500 1000 1500

C10 1,5. 10 - 0 0 0 0

C12 0,5.10" | 6.10* - 0 0 0 0

ACA 32.10° - 1.10* | 1.10* | 1,5.10* 0
C10+ACA - 0 - 0 - -
c10+C12 | 0,5.10* - 0,5.10* - 0 - -
C12+ACA - 1.10* - 0 - -

Na zékladé vysledkii uvedenych v tabulce lze konstatovat, Ze inhibi¢ni ucinek MAG se
nejvice projevil u MAG Cjp9p a MAG Cjy. Minimélni inhibi¢ni koncentrace obou
monoacylglycerold byla 250 pg.ml’. U MAG ACA byla inhibice zaznamenana aZ
v nejvyssi koncentraci. Kompletni inhibice rastu pfitomnych bakterii byla pozorovéana také
u kombinace MAG C10:0 a MAG ACA, které byly pfidavany do vzorku S$tavy

v koncentraci 200 pg.ml” a poméru 1:1.
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Pii mikrobiologickém rozboru vzorki ovocnych stav po tydnu skladovani nebyly na

pudach ENDO a MRS zachyceny zadni mikroorganizmy.

7.3.2 Druhy tyden

Po dal$im tydnu kultivace byl proveden opét mikrobiologicky rozbor vzorki na piidach

PCA, ENDO a MRS. Vysledky vyjadiené jako CFU/ml jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 5. Vysledky kultivace vzorkit na PCA s NYSTATINEM v CFU/ml

Koncentrace MAG (p .ml™")

Kontrola 50 200 250 500 1000 1500

C10 1.10* - 0 0 0 0
0 33.

C12 10° - 4.10* {05.10*]6,5.10*| 1.10*
ACA 0 - 0 0 0 0
C10+ACA - 0,5.10* - 2. 10 - -
C10+C12 0 - 0 - 0 - -
C12+ACA - 0 - 0 - -

Ze vzorkl obsahujicich MAG ACA nebyly vykultivovany zadné bakterie. U MAG Cg.0
. 10* CFU/ml, ve vyssich
koncentracich doslo k inhibici ristu téchto bakterii. U MAG Ci;. byla hodnota CFU/ml

v koncentraci pg.ml™ 3,3 . 10°, ve vyssich koncentracich se hodnota sniZila o jeden ¥ad.

V ovocné stavé byl zaznamenan rust bakterii v pfitomnosti kombinace MAG ACA +
MAG Cio:0 v koncentraci 200 a 500 ug.ml"'. U kontrolnich misek nebyl zaznamenan zadny
rust bakterii. Vysledky v tabulce z diagnostickych pid MRS a ENDO nejsou uvedeny,

nebot” se zde opét nevyskytovaly zadné bakterie.

7.3.3 Treti tyden

Ve tfetim tydnu byl proveden rozbor vzorkll stejnym zplisobem jako pti pfedchozich
odbérech. Pfi orienta¢ni Cichové zkousce bylo mozné citit kvaseni ovocné Stavy

zpusobené kvasinkami. U nékterych vzorki vznikala 1 slizovita hmota.
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Tab. 6. Vysledky kultivace vzorkit na PCA s NYSTATINEM v CFU/ml

Koncentrace MAG (p .ml'l)
Kontrola 50 200 250 500 1000 1500
C10 1,6.10° - 0 0 0 0
C12 0 0 - 0 3,5.10° 0 0
ACA 0 - 0 5.10" 0 0
C10+ACA - 0 5.10° - -
C10+C12 0 - 0 - 4.10* - -
C12+ACA - 0 - 0 - -

I po tfech tydnech skladovani byla pozorovdna kompletni inhibice rlstu bakterii ve
vzorcich obsahujicich MAG Co a to od koncentrace 250 pg.ml™. Inhibiéni uginky si
zachovala 1 kombinace MAG Cjz.0a MAG ACA, a to v obou testovanych koncentracich. U
ostatnich vzorkil bakterie rostly i pfi koncentraci 500 pg.ml'l, MAG Ci9p a MAG Cyy,9 ve

vysSich koncentracich branily rastu bakterii. Po tfech tydnech skladovani lze pozorovat

byt zptisobeno mnozenim a metabolickou ¢innosti kvasinek, jejichZ pocet se v pfitomnosti

téchto koncentraci MAG zvySuje.

A4

Na ptidach MRS a ENDO opét nedoslo k zachytu mikroorganizm.

7.3.4 Ctvrty tyden

Ctvrty tyden jiz nebyl zaznamenan vyrazny inhibi¢ni uéinek Zadného vybraného MAG.

Tab. 7. Vysledky kultivace vzorkit na PCA s NYSTATINEM v CFU/ml

Koncentrace MAG (ug.ml’l)

Kontrola | 50 200 250 500 1000 1500

C10 0 - 54.10° [ 6,1.10°|1,75.10%| 4.10°

C12 190 0 - 0 0 5.10* 6.10°

ACA 0 - 6,5.10° | 7.10° | 55.10° | 1.10°
C10+ACA - 7.10° - 9.6 .10° - -
C10+C12 190 - [1,5.10° - 1,5.10° - -
C12+ACA - 9.10° - 7.10° - -

Oproti pfedchozim analyzam, po Ctyfech tydnech skladovani doSlo na Zivné pidé MRS

k zdchytu mlécnych bakterii a to nejcastéji v pritomnosti MAG Cioo v koncentraci
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250 — 1500 pg.ml’, u MAG Ci20 v koncentraci 250 pg.ml”’ a také u MAG ACA
v koncentraci 1000 pg.ml™. Vyskyt mléénych bakterii byl zaznamenan i ve vzorcich §tav
obsahujicich kombinace dvou rtiznych MAG. Vysledky kultivace vzorkii na MRS jsou
uvedeny v tabulce. U zivné pidy ENDO nebyla potvrzena pfitomnost bakterii z celedi

Enterobacteriace ani pti poslednim méfeni.

Tab. 8. Vysledky kultivace vzorkit na MRS s NYSTATINEM v CFU/ml

Koncentrace MAG (ug.ml’l)

Kontrola | 50 | 200 250 500 1000 1500
C10 0 - 2,8.10° | 4,6.10° 6.10° | 2.10°
C12 4.10° 0 - 3.10° 0 0 0
ACA 0 - 0 0 9.10° 0
C10+ACA - 0 - 7,5.10° - -
C10+C12 | 4.10° - 0 - 4210° - -
C12+ACA - 210 - 0 - -

Jak uZz na zacatku bylo uvedeno, pro tuto praci byly vybrany tfi druhy MAG liSici se
chemickymi a fyzikélnimi vlastnostmi. Po témét celou dobu kultivace bylo mozné sledovat
pozitivni inhibici ristu kvasinek a bakterii u monokaprinu, jehoz antimikrobialni G¢inky se

objevuji v nékolika studiich.

Jelikoz velké mnozstvi kvasinek branilo rastu bakterii na zivnych médiich, muselo byt pro
dal$i méfeni provedeno opatieni. Inhibice kvasinek a plisni na pidach bylo dosazeno

pomoci NYSTATINU, ktery byl pro tyto ti€ely pouZit i v praci uvedené Frolkovou [66].

Po celou dobu méfeni si bylo mozné vSimnout nékterych vykyva v rstu bakterii, a to
konkrétné u MAG ACA . Tyto rozdily mohly zapficinit metabolické Cinnosti kvasinek.
Touto problematikou se zabyvala studie vedena Mendoza L. M. et al. [67], ktera potvrdila
domnénku, Ze rizné rody kvasinek mohou svymi metabolity inhibovat nékteré druhy

bakterii.
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7.4 Charakterizace bakterii

Celkem bylo izolovano 14 kment bakterii oznacenych ¢isly 1 — 14, pfi¢emz kolonie s ¢isly

1 — 6 byly izolovany z Cerstvé ovocné stavy a kolonie 7 — 14 byly izolovany z ovocné

Stavy, kterd byla po 4 tydenni kultivaci pfi 5 °C. U vSech izolati byla provedena

charakterizace dle vysSe uvedené metodiky.

7.4.1 Makroskopicka morfologie kolonii

Mezi morfologické znaky patfil tvar, povrch, profil, okraje, konzistence a barva, které se

sledovaly u Cistych izolovanych kultur. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Tab. 9. Sledované morfologické znaky

Sledované morfologické znaky kolonii

Izolaty - -
tvar povrch profil okraj konzistence barva
1 lalo¢naty | hladky plochy vinity slizovita | smetanova
2 okrouhly hladky | vypoukly | s koncentri- slizovitd | smetanova
ckou stavbou
lalo¢naty suchy plochy vlnity moucnd smetanova
4 nepravide- | hladky plochy vinity slizovita mlécna
Iny
5 okrouhly hladky plochy hladky kaSovita slabé
rizova
6 sektorovy drsny | vypoukly | vroubkovany kozovita | smetanova
7 okrouhly hladky plochy hladky kaSovita smetanova
8 okrouhly hladky | vypoukly hladky kaSovita ruzova
9 okrouhly hladky plochy hladky kaSovita pruzracné
mlécna
10 okrouhly hladky | vypoukly hladky kasovita Zlutd
11 zvinény hladky plochy | vroubkovany kaSovita svétle
oranzova
12 lalo¢naty hladky plochy vinity kaSovita pruzracné
mlécnd
13 zvinény hladky | vypoukly hladky kaSovita tmaveé
oranzova
14 okrouhly hladky plochy vlnity kasovita mlécna
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Obr. 10. Ukazka izolovanych kultur bakterii

VZOREK 6

7.4.2 Mikroskopicka morfologie kolonii a biochemické testy

Vysledky mikroskopické morfologie izolat, Gramova barveni, KOH testu a testu na

tvorbu katalazy jsou uvedeny tabulce 10.

Tab. 10. Vysledky morfologie a biochemickych testii

Izolaty Tvar bunék | Gramovo barveni KOH test Katalaza
1 tyCka + + +
2 tycka - - -
3 tycka - - +
4 tyCka - + +
5 kok - - +
6 tycka + + +
7 tycka - - +
8 kok - - +
9 tyCka - + +
10 kok + + +
11 kok + + +
12 tycka - + +
13 tyCka - + +
14 tycka - - +

Vsechny izolované bakterie kromé izolatu ¢. 2 davaly pozitivni reakci na tvorbu katalazy
za pritomnosti uvolilovani kysliku. Na zaklad¢ vysledkti Gramova barveni byly 4 izolaty

grampozitivni, z toho ve dvou pfipadech se jednalo o ty¢ky a ve dvou ptipadech o koky.
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Ze zbyvajicich deseti vzorkd bylo 7 izolatd ur€eno jako G- tycky. Na nize uvedeném obr.

11. je uveden ptiklad Gramova barveni.

Obr. 11. Priklad vysledku Gramova barveni G- (2) a G+ (11) bakterie

7.4.3 Oxidacné fermentacni test — O/F test, Oxidazovy test - OXItest

Vysledky O/F testu a OXItestu jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11. Vysledky O/F testu

Tzolaty OFF test OXI test
oxidativni fermentacéni
1 + - -
2 - - +
3 + + -
4 + - -
5 + + -
6 - - -
7 + - +
8 + - -
9 + + -
10 - - -
11 + + -
12 + + -
13 + + -
14 - - -
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Skoro u vSech mikroorganizmt doslo k utilizaci glukézy vétSinou za piistupu vzduchu za
vzniku kyseliny, kdy zelena barva média se zménila na Zlutou. Pouze u izolatta 2, 6, 10 a
14 nedoslo k oxidacni ani fermentacni reakci. Pozitivni reakci jak za pfitomnosti vzduchu,
tak za anaerobnich podminek vykazovaly organismy 3, 5, 9,11,12, 13. Pti OXItestu byla

reakce u vSech izolovanych bakterii negativni, s vyjimkou vzorku ¢. 2 a 7.

Obr. 12. Priklad vysledku O/F testu

7.4.4 Diagnosticka piida M17

U zadného zizolati nebyl pozorovan rast na pidé pro zachyt mlécnych streptokokil

(M17), a to ani pfi teploté 5 °C, ani pti 42 °C.

7.4.5 ENTEROtest 16 a 24

Pro ENTEROtest byly vybrany G- fermentujici ty¢ky s negativni oxidazovou a pozitivni
kataldazovou reakci. Po odecteni vysledki byly pomoci diagnostického seznamu
a identifikatniho programu TNW izolované kmeny zafazeny do taxonl. Z danych
vysledki vyhodnotil program se 100 % pravdépodobnosti u izolatu 14, Ze se jedna o
bakterii Budvicia aquatica, dale z 91,65 % pravdépodobnosti se u izolatu €. 3 jednalo o

Pragia fontium. Ostatni izolované G- bakterie nebyly dle programu urceny.

7.4.6 NEFERMENtest 24

Pro tento test byly vybrany nefermentujici G- bakterie — 2, 4, 7, 8, 14. Po 48 hodinové
kultivaci byly odecteny vysledky dle piilozeného navodu a pomoci diagnostického
seznamu a identifika¢niho programu TNW izolované kmeny zatazeny do taxond. Z danych

vysledkl vyhodnotil program s 99,36 % pravdépodobnosti u izolatu ¢. 2, Ze se jednd o
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Kingella denitrificans a u izolatu ¢. 7 se 100 % pravdépodobnosti, ze se jedni o

Agrobacterium radiobacter. Ostatni vybrané bakterie nebyly dle programu zatazeny.

Obr. 13. Ukazka NEFERMtestu 24 u vybranych druhu bakterii
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ZAVER

Cilem prace bylo studium antibakteridlnich ucinkd vybranych MAG na spektru

modelovych bakterii a néasledné bakterii, které se nachéazeji v ovocnych Stavach. Na

zakladé provedenych méteni 1ze vyslovit nasledujici zavéry:

byly piipraveny MAG kyseliny kaprinové a laurové s Cistotou vyssi nez

95 %

u modelovych mikroorganismi byly inhibi¢ni U¢inky MAG zjistény
zejména u MAG Cjp9 a MAG Cjy a to jiz od koncentraci 100 pg.ml'1
tém&f u viech G+ bakterii a od koncentrace 500 — 1500 pg.ml’ u G-

bakterii

inhibi¢ni uinky se projevovaly zejména u G+ bakterii a to i u kombinaci
MAG, kde nejucinngjsi byly kombinace MAG Ci20 + MAG ACA a MAG
Cio.0 + MAG Cjz,¢ v koncentraci 500 ug.ml'l, naopak u G- bakterii byly
ucinky velmi slabé

nejcitlivéjsi bakterie vici inhibicnim ucinkim MAG byla Bacillus subtilis
z G + bakterii a Echerichia coli z G- bakterii, naopak nejodolnéjsi byla
bakterie Enterococcus faecalis z G+ bakterii, Salmonella enterica

a Pseudomonas aeruginosa z G- bakterii

pii kultivaci ovocné §tavy byly v prvnim i druhém méfeni sledovany
pozitivni inhibi¢ni u¢inky u MAG kyseliny kaprinové a to od koncentraci
250 pg.ml”

uplna inhibice bakterii pomoci MAG C,¢, trvala po dobu tii tydni

u vzorkli ovocnych $t'av, kde nebyly aplikovany zadné monoacylglyceroly,
dochézelo k rychlému pomnozeni nezadouci mikroflory jiz pfi prvnim testu

po tydenni kultivaci

pro potlaceni ristu kvasinek a plisni byl pouzit NYSTATIN, jako vhodné

antimykotikum

po celou dobu kultivace ovocnych §tav nebyla zaznamenana piitomnost

bakterii rodu Enterobacteriace
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- u 14 kultur, které byly izolovany zovocné S§tavy, byla provedena
charakterizace vybranymi biochemickymi testy. Programem TNW byly

vyhodnoceny celkem 4 izolaty.

Na zdklad¢ vySe uvedenych vysledkll je ziejmé, ze nejdelsi prodlouzeni trvanlivosti
Cerstvé nepasterizované stavy lze dosdhnout ptidavkem MAG Cg,. Touto modifikaci Ize
prodlouzit udrznost surové §tavy cca na tfi tydny, aniz by dochéazelo k jejimu kazeni
disledkem cinnosti bakterii. Pozitivni skuteCnosti je, ze efektu je dosazeno ulinkem
monoacylglycerolu, ktery nemda negativni vliv na lidsky organismus. Z hlediska
skladovatelnosti a zachovani ptivodnich, télu prospésnych latek, je prodlouzeni trvanlivosti
dilezitym a vyznamnym piinosem, ktery jist¢ doceni hlavné spotiebitelé Cerstvych
produktd. V dal$im pokraCovani prace je nutné zamétit pozornost na senzorické hodnoceni

realnych vzorki oSetfenych aktivnimi MAG.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MAG
MAG Cio.
MAG Cizo
MAG ACA
MK

MIC

CFU

G+

IR

Monoacylglycerol

Monoacylglycerol kyseliny kaprinové
Monoacylglycerol kyseliny laurové
Monoacylglycerol kyseliny 1-adamantankarboxylové
Mastna kyselina

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pocet kolonie tvoricich jednotek

Grampozitivni

Gramnegativni

Index rustu
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