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ABSTRAKT

Na zakladé védeckych studii bylo potvrzeno, ze mastné kyseliny vykazuji znacné
antimikrobidlni uc¢inky. Cilem bakalatské prace bylo testovat antibakteridlni
ucinek kyseliny olejové. Tato mastna kyselina se vyskytuje v mléce kokosovych ofechii,
slune¢nicovém, sezamovém a olivovém oleji. Jeji antibakterialni ucinek byl testovan na
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus a Salmonella

Typhimurium

Klicova slova: kyselina olejova, antibakteridlni ucinek, mastna kyselina, lipidy,
patogeny, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus

a Salmonella Typhimurium

ABSTRACT

The aim of this abstract labour is the aplication of oleic acid on particular bacteria:
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas fluorescens and Staphylococcus
aureus. Oleic acid is 18-carbon fatty acid with once double bond. Oleic acid inhere in

coconut milk, sunflower oil, sesame oil and olive oil.

Keywords: oleic acid, antibacterial effect, fatty acid, lipids, pathogens, Escherichia coli,

Pseudomonas  fluorescens, Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium
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UvVOoD

Na svét¢ pribyvd mnoho pifipadl, které vznikaji infekci a intoxikaci po poziti
kontaminovanych potravin. Vzhledem k ekonomickym a politickym zménam, které v nasi
spolecnosti probéhly, neni dulezitd kvantita, ale predevSim kvalita potravin, jejich

vyzivova hodnota (nutri¢ni faktory) a hlavné zdravotni nezdvadnost.

Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus a Salmonella
Typhimurium jsou bakterie schopné zplisobit onemocnéni Cloveka. Jejich pritomnost
v potravinach je velmi zdvaznym zdravotnim problémem. Je tedy nezbytné nutné hledat
rizné zpisoby, jak co mozna nejucinngji oSetfit potraviny proti kontaminaci patogennimi

mikroorganismy.

Na mastné kyseliny je v posledni dobé pohlizeno, jako na moznou nahradu antibiotik.
Antimikrobidlni aktivita mastnych kyselin zavisi na stupni a typu nasycenosti, na délce

fetézce a na vlastnostech rozpoustédla, ve kterém je aktivita vyhodnocovéana.

Predmétem této prace je studium antimikrobidlniho Uc¢inku kyseliny olejové na vyse
uvedené kmeny bakterii. Kyselina olejova patii mezi nenasycené mastné kyseliny s jednou
dvojnou vazbou sosmnacti atomy uhliku v fetézci. Vyskytuje se v rostlinnych
(u slunec¢nicovy, fepkovy, olivovy) olejich, ale také v masle, loji a vepfovém sadle.

Je soudasti biomembran.
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I. TEORETICKA CAST
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1. OBECNE VLASTNOSTI BAKTERIi

Bakterie jsou jednobunécné organismy, které se od sebe lisi morfologickymi znaky,
barvitelnosti, pohyblivosti, kultivacnimi néroky, biochemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi

atd. Podle toho se také systematicky rozdé¢luji.

Zastupce bakterii fadime do nadfiSe Prvojaderni (Prokaryota), tiSe Prvobunééni

(Protocellulata) a oddéleni Bakterie (Bacteria).

Bakterialni bunky vykazuji morfologické vlastnosti. Zakladni je tvar bunky: kulovity,
tyCinkovity a spirdlovy. Bakterie kulovit¢ého tvaru jsou pojmenovéany jako koky,
tyCinkovité jako bakterie a mezi spiralovité patii napt. spirochety. TlouStka bakterii se
vétSinou pohybuje zhruba od 0,5 do 1,5 pm a délka od 1 do 3 pm. Velikost bakterii zavisi
na stafi bunécné kultury, na rstové fazi i na kultiva¢nich podminkach. Mezi zékladni
struktury bakterialni buniky patfi cytoplazma, jadro, ribozémy, cytoplazmatickd membrana
a bunécnéd sténa. Neékteré bakterie obsahuji navic plazmidy, pouzdro, bicik, fimbrie,

inkluze a mesozémy. (9)

Podle optimdlni teploty rlstu je délime na:

a) psychrofilni mikroorganismy — maji optimalni teplotu ristu pod 20°C . Pomérné
intenzivné rostou 1 pfi teplotach 0 - 5°C. N¢ekteré organismy, zvlasté plisn€, rostou
jesteé pii teploté - 10°C

b) mezofilni mikroorganismy — rostou nejlépe pii teplotach 20 - 40°C. Do této
skupiny nélezi vetSina saprofytickych i parazitickych mikroorganismu. U bakterii je

optimalni teplota 37°C a u kvasinek a plisni teplota 30°C

psychrotrofni mikroorganismy — jsou takové, které se dobie rozmnozuji i1 pfi

teplotach nizsich nez 10°C bez ohledu na jejich optimalni teplotu.

¢) termofilni mikroorganismy — jsou charakteristické optimalni teplotou rtstu nad
45°C, vétsina znich vyzaduje teplotu 50 - 60°C. Striktné¢ termofilni

mikroorganismy nerostou pii teploté pod 30°C (2)

Podle narokii na vyzivu rozdélujeme mikroorganismy:

a) autotrofni — staci jim k vyzivé pouze anorganické slouceniny (fasy a nékteré

bakterie)
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b)

heterotrofni — vyuZzivaji organické slouceniny jako zdroj uhliku, vodiku nebo

energie (kvasinky, plisn¢ a vétSina bakterii)

- prototrofni — k vyzivé jim sta¢i jednoduché organické uhlikaté slouceniny

(sacharidy, ethanol, jednoduché organické kyseliny)

- autotrofni — vyzaduji slozité slouCeniny (n€které vitaminy, aminokyseliny)

Podle narokti na kyslik délime mikroorganismy:

a)

b)

d)

aerobni — vyzaduji vzdusny kyslik, nebot’ maji vyvinuty pouze aerobni

metabolismus (plisn€, octové bakterie, hnilobné bakterie a n¢které kvasinky)

anaerobni — nevyuzivaji volny kyslik, nebot’ maji pouze anaerobni metabolismus;

vzdusny kyslik na né€ plisobi inhibi¢né (sporotvorné bakterie rodu Clostridium)

mikroaerofilni — maji anaerobni metabolismus, ale nizké koncentrace kysliku

urychluji jejich rozmnozovani (mlécné bakterie rodu Lactobacillus)

fakultativné anaerobni mikroorganismy — maji schopnost aerobniho

a anaerobniho metabolismu, takze rostou za pfitomnosti i nepfitomnosti vzdusného

kysliku. (16)

Pokud je mikroorganismus oznafen jako patogen, znamend to, Ze je schopny vyvolat

v organismu onemocnéni. Jako patogeny oznacujeme parazity, které jsou schopné poskodit

svého hostitele. Virulence se pouziva jako kvantitativni pojem k vyjadieni schopnosti

mikroorganismu vyvolavat infekci. Faktory virulence jsou genetické, biochemické

a strukturni. Vztahy mezi hostitelem a parazitem jsou dynamické, nebot’ oba organismy

vzajemné ovliviiuji své aktivity a funkce. Zvifata 1 lidé jsou v neustdlém styku

s mikroorganismy. V fidkych piipadech vstupuji mikroorganismy do parazitického vztahu

se svymi hostiteli a vyvolavaji onemocnéni. (18)
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2. CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH BAKTERI{

Bakalatska prace byla zaméfena na nasledujici bakterie: Escherichia coli, Pseudomonas

fluorescens, Staphylococcus aureus a Salmonella Typhimurium.

2.1 Celed Enterobacteriaceae

Gramnegativni tyCinky jsou dlouhé 2 — 3 um fazené do rozséhlé celedi Enterobacteriaceae
nalezi k bakteriim velmi casto izolovanym z klinického materidlu. Ristové optimum je
37°C. Hojné se vyskytuji ve vod¢, v pude€, na riznych organickych substratech a mnozi
jsou béznou soucasti mikroflory obratloveii 1 bezobratlovcl. Enterobakterie mohou
vyvolavat velmi pestrou Skélu infekci postihujicich kterykoli organ ¢i systém lidského

organismu (18)

2.1.1 Rod Escherichia

Pfislusnici rodu, zejména pak Escherichia coli, patii k enterobakteriim nejCastéji se
nachazeji v klinickém materidlu. Mohou infikovat dolni cesty dychaci, rany, zpiisobuji
insekty mocovych cest a u velmi oslabenych pacientl i sepse. Escherichia coli se nachazi
ve spodni ¢asti stievniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvitat. Slouzi jako modelovy
organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie. ZkvaSuje cukry (napf.
glukosu, laktosu, nékteré pentosy a alkoholické cukry) za intenzivni tvorby kyselin

a plynu. (16)

p . : S
g~
"l
L ’é -
-l "_‘ E LY
~or dan _ 1 pm . 1 .
s et —— . 2H 0
T e rraetramg, 18 pm
~ ..z,‘e-'r:&.\‘*_‘}_' > mafs e g

Obrazek 1 Escherichia coli elektronovy mikroskop

Obrazek 2 Escherichia coli barveni podle Grama
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Je zndmo pies 700 serotypit Escherichia coli podle antigentt O, H a K. Escherichia coli

muze vyvolat tfi typy onemocnéni ¢loveka:
- infekce mocovych cest ( UTI — Urinary Tract Infections)
- neonatalni meningitidu
- infekce gastrointestindlniho traktu.

Tyto tii skupiny infekci zavisi na specifickém souboru patogennich faktorti. Jako patogen
je Escherichia coli nejlépe znama pro schopnost vyvolat stfevni onemocnéni.
V soucasnosti se rozliSuje pét tiid virotypl Escherichia coli, které zplsobuji prijmova

onemocnéni.

1. enteropatogenni (EPEC) — zpiisobuji priijem kojencii a novorozenci, patogeneze je

nejasna,

2. enterotoxick¢ (ETEC) — tyto kmeny produkuji termostabilni i termolabilni

enterotoxiny, zapfi€iiuji tzv. cestovatelské prijmy,

3. enteroinvazivni (EIEC) — tyto kmeny dovedou pronikat do stfevnich epitelialnich

bunck a vyvolat zde zadnétlivou reakci podobné jako shigelly,

4. enterohemorrhagické (EHEC) — produkuji vero-cytotoxin (VTEC) vyvolavajici
mirny vodovy prijem az po silné krvavé prijmy v disledku poskozeni cévnich

endotelii. (5)

vvvvvv

Zajistit bezpecnost pitné vody, hygienickou vychovu a zpracovani potravin. Infekce VTEC

se nejvice ziskava z masa a nepasterizovaného mléka. (6)

2.1.2 Rod Salmonella

Salmonella ma pouze jeden druh vrodu salmonel a to Salmonella enterica a sedm
poddruhit (Salmonella enterica subsp. arizonae, Salmonella enterica subsp. bongori,
Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella enterica subsp. enterica, Salmonella
enterica subsp. houtenae, Salmonella enterica subsp. indica, Salmonella enterica subsp.
salamae). Salmonella Typhi a Salmonella Typhimurium jsou pouze sérovary a je nutné je
psat ve tvaru Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium nebo zkracené

Salmonella Typhimurium. (4)
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Salmonely jsou fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni, gramnegativni rovné tyCinky
pohyblivé pomoci bi¢ikd. Optimalni rustova teplota je 37°C. Glukosu a dalsi sacharidy
okyseluji, obvykle s tvorbou plynu, oxidaza negativni, katalaza pozitivni. Produkuji H,S.
Vyskytuji se u cloveka, teplokrevnych 1 studenokrevnych zivocichli, v potravinach
1 prostiedi. Patogenni pro ¢lov€ka i mnoha zvifat. Je to infekéni agens tyfu, stfevnich

horecek, gastroenteritid a septikemii. (14)

Obrazek 3 Salmonella Typhimurium elektronovy mikroskop

Obrazek 4 Salmonella Typhimurium barveni podle Grama

Druhy Salmonella Typhi a Salmonella Typhimurium zpiisobuji vazna stfevni onemocnéni
Casto 1 smrtelna, které jsou doprovazena silnou bolesti hlavy, bficha, malatnosti

a vysokymi horeckami — tzv. bfisni tyf. Inkubac¢ni doba je nékolik hodin az tydnt. (17)

Typickd salmonela m4 dva soubory antigeni O (somatické antigeny) a H (bicikové
antigeny). Somatické antigeny jsou termostabilni polysacharidy a bic¢ikové jsou strukturni
bilkoviny bicikii. Ostatni salmonely z 2000 sérotypti nemaji pro hostitele zvlastni

preferenci. VSechny jsou potencialnimi pivodci onemocnéni ¢lovéka. (5)

Rod Salmonella zasluhuje zvlastni pozornost pii hodnoceni mikrobidlniho stavu vajec.
Ta mohou byt kontaminovana na povrchu skofapky (vodni driibeZ) nebo ve vajecném

obsahu. Preziti salmonel zavisi na teploté a podminkach skladovani. (6)
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Tabulka 1 Vyskyt salmonel v potravinach

Kategorie potravin Mnozstvi [%]
jalovice 1
krava / byk 2,7
mleté hovézi maso 7,5
vepiové maso 8,7
brojlefi 20
mleté kriti maso 44,6
mleté kufeci maso 49,9

2.2 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas se tadi do skupiny gramnegativnich ty€inek a kokl. Zahrnuje ptisné
aerobni bakterie bez kvasnych schopnosti, které vyuzivaji nejriznéjsi organické slouceniny
jako zdroj energie a uhliku. Nékteré druhy se pouzivaji pro priimyslové oxidace, hlavné
pro vyrobu 1ékt. Rada z nich tvoii fenazinova barviva zlutych, zelenych modrych nebo
cervenych odstinti, ktera uvoliiuji do rastového prostiedi. Tim zplisobuji nezadouci
zbarveni potravin. (16)

Zastupci rodu Pseudomonas zpusobuji nezadouci chutové i barevné zmény ve vejcich.

Pseudomonas fluorescens produkuje Zlutozeleny pyofluorescein, Pseudomonas aeruginosa

modrozeleny pyokyanin a Pseudomonas putida ¢erveny pyorubin. (15)

[+)

ﬂ_.‘,
h."
WLTLS

Obrazek 5 Pseudomonas fluorescens elektronovy mikroskop

Obrazek 6 Pseudomonas fluorescens barveni podle Grama
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Urcité druhy vyvolavaji v potravinach cizi viiné nebo pachy (ovocné, rybi) nebo pachuti
(napt. mydlovou, hotkou apod.). Siln¢ proteolytické schopnosti jim umoziuji rozklad
bilkovinnych potravin. Lipolytické vlastnosti se uplatiuji pfi kaZeni tukii. VétSinou jsou
psychrofilni povahy, takze jejich nezadouci ¢innost v potravinadch probihd i pii pomérné
nizkych skladovacich teplotach. Nékteré druhy (Pseudomonas aerugisona) jsou patogenni

pro ¢loveka, zvitata i rostliny. (16)

Pseudomonady se také podileji na kazeni kosmetickych ptipravkii. Rozkladaji parafinové
uhlovodiky i estery kyseliny parahydroxybenzoové pouzivané jako konzervaéni Cinidlo.
Pomnozeni pseudomonad vede ke zvySeni pH vlivem zvySeni obsahu ¢pavku a tim
1 ke vzniku zdpachu. Senzorické zmény jsou patrné, kdyz pocet téchto psychrotroft

dosahuje po¢tu 107 az 10° g™, (6)

2.3 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus tadime mezi grampozitivni koky, mé aerobni 1 anaerobni
metabolismus, takze je schopen zkvaSovat cukry za tvorby kyselin. Tvofi zluté az oranzové
kolonie, nekdy bilé. Staphylococcus aureus rozezndvame na zakladé jeho schopnosti
koagulovat krevni plazmu. RozmnoZuje se i v prostiedi 10% NaCl a je hostitelem fady
bakteriofagli. V potravinadch produkuje enterotoxiny bilkovinné povahy, které zpusobuji
vazné az smrtelné otravy. Pfiznaky otravy se projevuji za 1 az 6 hodin po poziti potraviny
a vyznaCuji se kieCemi a zaludeéni nevolnosti, prijmy, zvracenim, bolesti hlavy
a pocenim. K otravé dochdzi je-li koncentrace bunék Staphylococcus aureus v potraving

tadu 10°az10".g".(16)

' -
AN DN
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Obrazek 7 Staphylococcus aureus elektronovy mikroskop

Obrazek 8 Staphylococcus aures barveni podle Grama
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Véaznym problémem je ptitomnost Staphylococcus aures v lahtidkaiskych vyrobcich, kde
je zvysSeny obsah vajec a majonézy. Ve vejcich je optimalni riistové prostiedi. Vyskytuje se
jak v tekutém, tak v suSeném vajeéném vyrobku. Tim mulze dochazet k tzv. sekundarni
kontaminaci dalSich potravin (téstoviny, cukraiské ¢i lahtidkarské vyrobky) Pfi niz§i vodni
aktivité, kterou bakterie snasi se mize pomnozit a vyprodukovat enterotoxin. Za béznych
podminek je riist pomalejsi nez ostatnich mikroorganismu, které rovnéz zptisobuji kazeni
potravin. Pokud je vSak béznd mikroflora potlaCovana (napt. nizkou vodni aktivitou), pak
Staphylococcus aureus miize prerist a stait se dominantni mikroflérou, ptficemz jeho
minimdlni teplota ristu je 7°C. Nebezpecny je i vyskyt u balkanskych syri, které jsou
uchovavany ve slaném nalevu. (6)

Staphylococcus aureus je patogenni druh, ktery zplisobuje anginu, hnisavé onemocnéni

ktze, hnisdni ran a hnisavé onemocnéni poranénych kosti. Nalézdme ho, ale i u zdravych

osob napt. v krku, v nose a na kiizi perigea. (18)
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3. OBECNE ZASADY KULTIVACE MIKROORGANISMU

vvvvvv

V diagnostice bakterii uzivame tzv. kultivace statické, kdy bakterie narostou
v ohrani¢eném mnozstvi kultivaéni pady, napf. ve zkumavce nebo Petriho misce.
Kontinualni kultivace se vyuziva ptfi vyrob¢€ antibiotik nebo v potravinarském primyslu.
Bakterie maji zna¢né riznorody metabolismus, a proto také rozdilné naroky na kultivaci.
Saprofytické bakterie maji naroky skromné na kultivaci, naproti tomu bakterie s vysokym

stupném parazitismu zna¢né narocné.

Kultivace slouzi k pfimému prikazu bakterii v klinickém materidlu. Cilem je ziskani
tzv. Cisté kultury bakterii, sloZzené z bakterii stejného rodu i druhu (u nékterych bakterii

muzeme podle morfologie kolonii na pevnych ptidach uréit rod).

Podminky kultivace: dostatek vhodnych Zzivin, vlhkost pud, optimalni pH ptdy, izotonie
média, kultivacni teplota, délka kultivace, atmosféra pro kultivaci (aerobni a fakultativné

anaerobni, anaerobni, mikroaerobni).

Kultivaéni pidy délime podle konzistence na tekuté, polotekuté a pevné.
Podle funkce na pady zékladni, diagnostické, selektivni, selektivné-diagnosticke,

pomnoZovaci, transportni a piidy se snizenym redox-potencialem. (18)
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4. LIPIDY

Lipidy (fecky lipos = tuk) jsou latky biologického plivodu rozpustné v organickych
rozpoustédlech (napf. chloroform, ether, benzen aj.) nebo ¢astecné rozpustné nebo uplné
nerozpustné ve vodé. Jedinym spolenym znakem je pievaha dlouhych nepolarnich
uhlovodikovych fetézcl. Patii k vyznamnym slozkdm potravin. Hlavni stavebni slozky
tvoii vyssi mastné kyseliny. Lipidy se déli na homolipidy, heterolipidy, komplexni lipidy

a doprovodné latky lipidt. Plni funkci reservni, stavebni, ochrannou a katalytickou.(7)

Homolipidy se skladaji pouze zmastnych kyselin vdzanych na alkoholu (vétSinou
glycerol). Mezi hlavni homolipidy patti vosky, jedna se o jednosytné alkoholy s mastnymi
kyselinami. Jsou ve vodé nerozpustné a velmi mélo rozpustné v alkoholu. Déle jsem patii
také tuky a oleje. Dé€lime je na zivociSné tuky (1), sadlo, maslo), oleje (rybi tuk)
a rostlinné tuky (kakaové maslo, palmovy tuk), oleje (olivovy, fepkovy, slunecnicovy,
sojovy, kukufi¢ny, Inény). Heterolipidy obsahuji kromé alkoholu, mastné kyseliny jesté
jednu slozku navic. D¢li se na fosfolipidy, ceramidy a cerebrosidy, glykolipidy, sulfolipidy
a sirany a sialolipidy. (7)

Komplexni lipidy obsahuji nelipidové slozky vazané kovalentnimi i riznymi fyzikalnimi
lipidii se mysli jednak vitaminy rozpustné v tucich, A, D, E a K, dale pfirozend barviva
tuki a provitaminy vitaminu A — karotenoidy, ale také steroidy (steroidni hormony,

zlucové kyseliny apod.) (13)

Lipidy jsou jedinym zdrojem esencidlnich mastnych kyselin. Ty maji fadu ditlezitych
funkei v lidském organismu. Zodpovidaji za dobry stav pokozky, zicastnuji se vystavby
bunéénych membran, jsou prekurzory prostaglandini atd. Lipidy slouzi hlavné jako

rezerva energie pro organismus. (3)

4.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou podstatnou a nejvyznamnéjsi slozkou vsech lipidii. Mastné kyseliny
se od sebe navzéjem lisi délkou uhlovodikového fetézce, stupném nenasycenosti, isomerii

dvojnych vazeb cis a trans a také ptitomnosti dalSich substituentii. (3)
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Masné kyseliny délime do ¢tyt skupin:

1. nasycené mastné kyseliny — jsou to karboxylové kyseliny s dlouhymi alifatickymi

uhlovodikovymi fetézci. Obsahuji 4 aZz 60 atom@ uhliku a rovny nerozvétveny fetézec.
Jejich obecny vzorec je CHj;-(CH),-COOH. Patii sem kyselina maselna, valerova,
kapronova, kaprylova, které se vyskytuji v masle a kozim mléce, ale také palmitova,

stearova apod.

2. nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové) — 1isi se navzijem

po¢tem atomi uhliku, polohou dvojné vazby a jeji konfiguraci. Ptikladem je kyselina

olejova a kyselina elaidova.

C_Hﬂ CH3

Trans foria
kyselina elaidovia

1z0°

Cis_forma
Eyselina olejovi

cOo0—

Obrazek 9 Geometrickd isomerie kyseliny olejové a kyseliny elaidové

3. nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové) — mezi

nejznaméjsi dienové mastné kyseliny patii kyselina linolova. Patii do fady n-6 mastnych

kyselin, tzn., Ze ma prvni dvojnou vazbu na Sestém uhliku,

CHj;-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH;);-COOH kyselina linolova
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mezi trienové mastné kyseliny nejvice se vyskytujici v potravinach rostlinného ptivodu

patii a-linolenova kyselina patfici do fady n-3 a y-linolenova kyselina patfici do fady n-6.
CH;-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,)7;-COOH kyselina a-linolenova
CH;-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH;)4~-COOH kyselina y-linolenova
Kyselina arachidonova patfici do fady n-6 se fadi mezi tetraenové.

CHj3-(CH;)4-(CH=CH-CH,)4-CH,-CH,-COOH kyselina arachidonova

4. mastné kyseliny s trojnymi vazbami a riznymi substituenty — do této skupiny patii

alkinové, rozvétvené, cyklické kyseliny a hydroxykyseliny (7)

Tabulka 2 SloZeni mastnych kyselin v n€kterych tuhych tucich

Obsah (% veskerych mastnych kyselin)

Mastna Kokosovy | Vepiové | Hovézi | Mléény tuk |Lidsky tuk | Tuk matefského
kyselina tuk sadlo 14 kravsky | podkozni mléka
maselna 0 0 0 2-4 0 0
kapronova 0-0,8 0 0 1,4-2 0 0-0,1
kaprylova 5,5-9,5 0-0,2 0 0,5-1,5 0 0-0,1
kaprinova 4,5-9,5 0-0,2 0 1,6-2,7 0 0,5-1
laurova 44-52 | 0,1-0,6 |0,1-0,4| 1,7-3,7 0,3-0,7 3-4
myristova 13-19 | 1,4-24 | 2-3 7,9-12,1 3,143 6-8
palmitova 7,5-10,5 | 24-30 | 24-31 25-32 22-25 26-32
stearova 1-3 12-19 | 21-27 8-12 5,2-7 11-15
palmitoolejova 0-1,3 2,3-3,7 | 1,7-3 1,6-5 4,3-7 2,2-3
olejova 5-8 38-46 | 38-48 26-33 41-47 23-28
linolova 1,5-2,5 | 4294 | 1,7-2 1-2,4 0-3 4-6
linolenova 0 0,1-1,3 | 0-0,2 0-0,5 0-1 0,5-1,5
arachidonova 0 0-1 0-1,1 0-0,8 0-0,5 0,4-1
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4.2 Kyselina olejova

Kyselina olejova je kapalina s charakteristickym zapachem bled¢ zluté az hnédé barvy. Je
nerozpustnd ve vode, s teplotou tani 15°C a teplotou varu 360°C, s molarni hmotnosti

282,26 g/mol a hustotou 0,895 g/cm’.

Patii do skupiny nenasycenych mastnych kyselin s jednou dvojnou vazbou

CH; — (CH,),-CH = CH — (CH,);— COOH (11)

Kyselina olejovd je nenasycend mastna kyselina fady Omega 9 mastné kyseliny
(tj. kyselina olejova — v minimalnim mnoZzstvi se vyskytuje prakticky ve vSech rostlinnych
1 zivocisnych potravinach a svymi biologickymi aktivitami vyznamné pfispiva ke zdravi.

Napomaha regulovat hladinu cholesterolu v krvi, a tim poméha udrzovat zdravé srdce).

Ptiznivé plsobi jako prevence vzniku aterosklerosy. Podporuje zdravou kizi, vlasy, snizuji
krevni tlak. U tézkych ptipadl rakoviny prsu s metastdzemi se vyuziva 1é€by s protilatkou
Herceptin. Kyselina olejova zvySuje ucinek 1écby a oddaluje nastup rezistence k tomuto

1éku. (10)

4.2.1 Zdroje kyseliny olejové
Hlavnimi zdroji kyseliny olejové jsou rostlinné oleje, ale také mléko.

Mlékem se nazyva tekuty sekret mlécné zlazy savcii. Sekrety mlécné zlazy se déli na dveé
skupiny — mléka nezrald a mléka zrald. Nezralé ml¢ko (mlezivo) je vylu€ovano mlécnou
zlazou na konci gravidity. Podle vzdjemného poméru kaseinové a albuminové casti
bilkovin rozliSujeme u zralych mlék: mléka albuminovéd (Zenské, psi, koCi¢i a kobyli)
a mléka kaseinova (kravské, kozi, ov¢i a velbloudi). V nasich podminkéach se zpracovava

pfedevsim mléko kravské a v mensi mife mléko kozi a ovci. (8)
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Tabulka 3 Priimérny obsah jednotlivych zivin v 1 litru kravského mléka

Druh zivin Obsah zivin [g/]]
Bilkoviny 34-36
Esencialni aminokyseliny 1,3
Mlécny tuk 28 — 40
Mléény cukr 47 —-49
Mineralni latky 3,2
Vitaminy 11,4-42.4

Palmojadrovy olej se ziskdva z jader palmy olejové. Nejprve se provede extrakce duziny
plodt, ¢imz se ziska palmovy olej. Od duziny, ktera zlstane po extrakci, se oddéli jadra,
ze kterych se uz ziska samotny palmojadrovy olej. Tento olej se vyuzivad hlavné

v mydlafstvi a pii vyrobé cukrovinek. (12)

Tabulka 4 SloZeni palmojadrového oleje

Mastna kyselina Obsah v %
Cs — kapronova <0,8
Cs — kaprylova 3-8
Cio — kaprinova 3-7
Ciy — laurova 47 - 51
Ci4 — myristova 15-20
Ci6 — palmitova 6,5-11
Cis.0 — stearova 1,5-3
Cis:1 —olejova 5-10
Cis.2n6 - linolova 1-3

)

Obrazek 10 Plod palmy olejné
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Panenské oleje se vyrabi ze semen a zrn, které se zbavi necistot. Lisovani se provadi
mechanicky, za mirného zahtati max. do 50°C. Oleje se filtruji ptes filtry z bavinéné
tkaniny a posledni filtrace se provadi ptes filtracni papir. Oleje z prvniho lisovani
za studena se plni do lahvi z barevného skla, aby byly chranény pied tcinkem svétla.
Vysledkem je produkt, ktery ma originalni barvu, vini, chut a vysoky obsah cennych
latek (kyselina linolova, kyselina olejovd, vitaminy, stopové prvky, minerdlni latky

a lecitin).

Slunec¢nicovy olej — pusobi proti kardiovaskularnim chorobam, zvySené hlading

cholesterolu a je vhodny pfi arterioskleroze.

Olivovy olej — ptiznivy vliv na pohlavni orgdny a nervosvalovou ¢innost a vynikajici

ucinky na travici Gstroji (jatra, zaludek, stfeva a slinivka).

Sezamovy olej — vyborny regeneracni prostiedek, snizuje hladinu cholesterolu, posiluje

pamét’ a ptisobi antidepresivné a proti prijmu.

Sojovy olej — ptiznivé G¢inky na mozkové a nervové bunky, pouZiva se pfi arterioskleroze,

snizuje hladinu cholesterolu a doporucuje se zvlasté pro diabetiky a neurotiky.

Svétnicovy olej — odbourdava piebytecny cholesterol, vraci pruznost cévam, pisobi

protirevmaticky a ma mirné projimavé ucinky.

Olej z dynovych semen — plisobi proti padani vlast, zubnimu kazu, nachlazeni a vir6zach.

Olej z pSenicnich klickti — piisobi pti padani vlast, akné, lupence a poméha na suchou kizi.

Olej ze sladkych mandli — pouziva se pii koznich onemocnéni (ekzémy, furunkly),

popaleninéch a prasklinach kiize a miize se pouzit i jako projimadlo. (1)

Obrazek 11 Olivovy olej
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

5. METODIKA

5.1 Pouzité pristroje a pomicky
¢ Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni pfistroje Praha)
e Mikrobiologicky inkubator MEMMERT
e Vodni lazen WB MEMMERT
¢ Bunsentv kahan
e Autoklav 2540 RL
e Chladnicka Electrolux (1 — 4 °C)
e Mpycka na nadobi Siemens
e Laboratorni sklo
e Automaticka pipeta (100, 500 a 1000pul)
e Mikrovlnna trouba Electrolux
e Parni sterilizator H + P Varioklav (121 °C, ptetlak 0,1 MPa)
e pH—metr (GRYF)
e Susarna KBC G100/250

e Vihy KERN 440 — 47N

5. 2 Material

5.2.1 Zivné pidy
Masopeptonovy agar (MPA)

Masopeptonovy agar se pouziva pro izolaci bakterii kiizovym roztérem. Je univerzalnim

mediem pro celou fadu bakterii.
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Tabulka 5 Slozeni masopeptonového agaru

Latka Mnozstvi [g.l'l]
chlorid sodny 3
masovy extrakt 3
pepton 5
agar 15

5.2.2 PomnoZovaci média
Masopeptonovy bujon (MPB)

Bujon se pouziva pro inkubaci kultur celé fady bakterii, jako vhodné medium pro jejich

rast.

Tabulka 6 Slozeni masopeptonového bujonu

Latka Mnozstvi [g.l'l]
chlorid sodny 3
masovy extrakt 3
pepton 5

5.2.3 Pouzité roztoky a chemikalie
e Fyziologicky roztok (8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody)
e Kyselina olejova ( 98%)
e Chlorid sodny (Dodavatel: Petr Lukes, Uhersky Brod)
e Hydroxid draselny (10%)
e Destilovana voda
e Ethanol

e Savo (Vyrobce: Bochemie s.r.0., Bohumin)
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5.3 Antimikrobialni u¢inek Kkyseliny olejové na Escherichia coli

Pti testovani antimikrobidlniho G¢inku kyseliny olejové na Escherichia coli byla pouZita

,metoda v bujonu®.

5.3.1 Aplikace kyseliny olejové na Escherichia coli metodou v bujonu
Experiment byl proveden na zivné piidé MPA, jejiz sloZeni je uvedeno v kapitole 5.2.1
Piiprava pudy MPA

S presnosti na 0,01g bylo navéazeno 3,00g NaCl, 3,00g masového extraktu, 5,00g peptonu,
15,00g agaru do 1000ml destilované vody. Smés byla zahfivana do uplného rozpusténi

a potom sterilovana v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut.
Priprava pomnoZovaciho bujonu

S ptesnosti na 0,01g bylo navazeno 3,00g NaCl, 3,00g masového extraktu, 5,00g peptonu
do 1000ml destilované vody. Hydroxidem draselnym bylo upraveno pH na hodnotu
6,8 — 7,2. Smés byla zahtivana do uplného rozpusténi a potom sterilovana v autoklavu pii

121°C po dobu 15 minut.
Vlastni experiment

Bylo pfipraveno 5 x 50 ml roztoku sterilniho bujonu a do né¢j bylo piidano tolik kyseliny
olejové, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla 1; 1,5, 2 a 2,5%.
Zaroven byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu olejovou neobsahoval. Ke vSem
vzorklim byla pfidana suspenze Escherichia coli (500 pl). Vzorky byly inkubovany pfi
37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena pfislusnd fedéni a ta se
ockovala v mnozstvi 100ul na Petrtho misky spidou MPA. Nasledovala opét

inkubace pii 37°C po dobu 24 hod.

5.4 Antimikrobialni ucinek Kkyseliny olejové na Salmonella

Typhimurium

Pti testovani antimikrobidlniho u¢inku kyseliny olejové na Salmonella Typhimurium byla

pouzita ,,metoda v bujonu®.

5.4.1 Aplikace kyseliny olejové na Salmonella Typhimurium metodou v bujonu

Experiment byl proveden na zivné piidé¢ MPA ( ptiprava ptudy je popséna v kapitole 5.3.1)
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Vlastni experiment

Bylo piipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujonu (pfiprava bujonu je popsana v kapitole 5.3.1)
a do n¢j bylo pfidano tolik kyseliny olejové, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla
1; 1,5; 2 a 2,5%. Zaroven byl piipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu olejovou
neobsahoval. Ke v§em vzorkidm byla pfidana suspenze Salmonella Typhimurium (500ul).
Vzorky byly inkubovany pti 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena
ptfislusna tedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100ul na Petriho misky s plidou MPA.

Nasledovala opét inkubace pti 37°C po dobu 24 hod.

5.5 Antimikrobialni u¢inek Kkyseliny olejové na Staphylococcus aureus

Pfi testovani antimikrobidlniho Gc¢inku kyseliny olejové na Staphylococcus aureus byla

pouzita ,,metoda v bujonu®.

5.5.1 Aplikace kyseliny olejové na Staphylococcus aureus metodou v bujonu
Experiment byl proveden na zivné pidé MPA ( ptiprava pidy je popséna v kapitole 5.3.1)
Vlastni experiment

Bylo ptipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujonu (pfiprava bujonu je popsana v kapitole 5.3.1)
a do né&j bylo pfidano tolik kyseliny olejove, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla
1; 1,5 2 a 2,5%. Zaroven byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu olejovou
neobsahoval. Ke vSem vzorkim byla pfidana suspenze Staphylococcus aureus (500ul).
Vzorky byly inkubovany pti 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena
prislusna tfedéni a ta se oCkovala v mnozstvi 100ul na Petriho misky s ptidou MPA.

Nasledovala opét inkubace pii 37°C po dobu 24 hod.
5.6 Antimikrobialni u¢inek Kkyseliny olejové na Pseudomonas
fluorescens

Pti testovani antimikrobidlniho G¢inku kyseliny olejové na Pseudomonas fluorescens byla

pouzita ,,metoda v bujonu®.

5.6.1 Aplikace kyseliny olejové na Pseudomonas fluorescens metodou v bujonu

Experiment byl proveden na zivné pidé MPA ( ptiprava plidy je popséna v kapitole 5.3.1)
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Vlastni experiment

Bylo piipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujonu (pfiprava bujonu je popsana v kapitole 5.3.1)
a do n¢j bylo pfidano tolik kyseliny olejové, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla
1; 1,5; 2 a 2,5%. Zaroven byl piipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu olejovou
neobsahoval. Ke vSem vzorkiim byla ptidana suspenze Pseudomonas fluorescens (500ul).
Vzorky byly inkubovany pti 25°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena
ptislusna tedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100ul na Petriho misky s plidou MPA.

Nasledovala opét inkubace pti 25°C po dobu 24 hod.

5.7 Charakteristika statického vyhodnocovaciho pocitacového

programu STATVYD

Pro statistické vyhodnoceni experimentl byl pouzit statisticky program STATVYD verze

2.0 beta. Program umoziiuje zpracovani dat v prostfedi Microsoft Excel.

Pti vyhodnocovéni dat se postupovalo nésledujicim zpiisobem. Nejprve bylo zapotiebi
zvolit jeden ze tfi moduli a to analyza rozptylu. Modul analyza rozptylu zahrnuje
jednofaktorovou analyzu rozptylu pro nezavislé vybéry. U analyzy rozptylu jde o testovani
vyznamnosti odchylek hodnot mezi vice jako dvémi vybérovymi soubory. Jednd se
o oboustranné testy. Mezi dale nabizenymi metodami byla zvolena neparametricka
analyza, ve které lze zadat 3 az 20 vybérovych soubort, ptfi¢emz kazdy z vybérovych
souboric miize zahrnovat az 200 dat. V tomto piipad¢ se pracovalo se ¢tyfmi az sedmi
vybérovymi soubory. Mnozstvi dat bylo riizné. Prvni analyzou software vyhodnoti, zda se
hypotéza o shod€ hodnot pfijima nebo zamitd. Pokud je hypotéza zamitnuta, je vhodné se
zabyvat tim, které soubory se od sebe li§i. Software poskytuje tii moznosti parovych
testovani. V tomto piipad¢ bylo zvoleno srovnani dvojic pro hladinu vyznamnosti o = 0,05
pro stejné rozsahy vybérli s maximalné 25 daty v jednom vybéru a pro pocet vybérti mensi
nez 11. Samotné vyhodnoceni je pak provedeno Kruskal-Wallisovym testem. Zobrazi se
tabulka, kde jak v zahlavi, tak i v legend¢ jsou Cisla vybérovych soubort (popisky napf.
K, 0,1 % atd.). V jejich prisecicich jsou vysledky testli. Zobrazi-li se ,,S“, pak na dané
hladin¢ vyznamnosti nebyl shleddn statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
srovnavanych souborl.. Zobrazi-li se ,,R“, pak na dané¢ hladiné¢ vyznamnosti existuje

statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami srovnavanych soubord.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky méreni antimikrobialniho uc¢inku kyseliny olejové na

Escherichia coli

Tabulka 7 Vyhodnoceni CFU Escherichia coli na pidé MPA

Koncentrace [obj. %] | Kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5
CFU . ml’! 2,51.10° 1,46.10°|8,85.10%|6,8.10%| 5.10®
log CFU . mI”! 9,39 9,16 895 | 8,83 | 8,7

puda MPA
96 -

9,4

9,2

log CFU/ ml
[(e]

8,8

8,6

8,4

8,2

K 1 1,5 2 2,5

coa [0 bj . %]

Obrazek 12 Zavislost CFU Esherichia coli na koncentraci OA

Pozn.: coa — koncentrace kyseliny olejové
Statistick¢ hodnoceni:

Tabulka 8 Statistické vyhodnoceni antibakteridlniho uc¢inku OA na Escherichia coli

Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry
Vybéry 1,5%
K
1%
1,5%
2%

2,5%
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Pozn.: S — nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil
R — byl shledan statisticky vyznamny rozdil

Na hladin€ vyznamnosti 5% existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim vzorkem

a koncentraci kyseliny olejové 2 a 2,5 obj. %

6.2 Vysledky méreni antimikrobialniho u€inku kyseliny olejové na

Salmonella Typhimurium

Tabulka 9 Vyhodnoceni CFU Salmonella Typhimurium na pidé MPA

Koncentrace [obj. %] | Kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5
CFU . ml’! 3,28.10° 1,76.10%(1,38.10%[9,9.107| 7,6.10’
log CFU . ml"' 8,52 8,25 8,14 8 7,88
puda MPA
8,6 -
_ 8,4
§ 8,2
S
§’ 8
7,8
7,6
7.4 T !
K 1 1,5 2 2,5
Coa [Obj. ‘%]

Obrazek 13 Zavislost CFU Salmonella Typhimurium na koncentraci OA
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Statistické hodnoceni:

Tabulka 10 Statistické vyhodnoceni antibakterialniho u¢inku OA na Salmonella

Typhimurium Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

1,5%

Statisticky vyznamny rozdil je mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi kyseliny olejové

2 a 2,5 obj.%, ale také mezi koncentracemi 1 a 2,5 obj.%

6.3 Vysledky méreni antimikrobialniho uc€inku kyseliny olejové na
Staphylococcus aureus

Tabulka 11 Vyhodnoceni CFU Staphylococcus aureus na padé MPA

Koncentrace [obj. %] | Kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5
CFU . ml" 5,01.10° 1,98.10°|1,76.10° | 1,12.10° | 9,8.10’
log CFU . ml”! 8,7 8,3 8,25 8,05 | 7,99

puda MPA
8,8 -

8,6
8.4

8,2

log CFU/ml

7,8

7,6

coa [0bj. %]

Obrazek 14 Zavislost CFU Staphylococcus aureus na koncentraci OA



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Statistické hodnoceni:

Tabulka 12 Statistické vyhodnoceni antibakterialniho u¢inku OA na Staphylococcus

aureus Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry
Vybéry K 1% 15% | 2% | 25%

1%
1,5%
2%
2,5%

Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim vzorkem a koncentraci kyseliny olejové

neexistuji. Statisticky vyznamné rozdily jsou pouze mezi 2 a 2,5 obj.% kyseliny olejové.

6.4 Vysledky méreni antimikrobialniho uc€inku kyseliny olejové na

Pseudomonas fluorescens

Tabulka 13 Vyhodnoceni CFU Pseudomonas fluorescens na pidé¢ MPA

Koncentrace [obj. %] | Kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5

CFU . ml™ 5,2.10° 3,28.10%[2,78.10°% [ 3,28.10% | 4,44.108

log CFU . ml’! 8,72 8,52 8,44 8,52 8,65

log CFU/mlI

puda MPA
8,75 -

87 -
8,65
8,6 _—
8,55 I
8,5 I
8,45 _—
8,4 _—
8,35 _—
8,3

K 1 1,5 2 2,5
Coa [Obj. %]

Obrazek 15 Zavislost CFU Pseudomonas fluorescens na koncentraci OA
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Statistické hodnoceni:

Tabulka 14 Statistické vyhodnoceni antibakterialniho u¢inku OA na Pseudomonas

fluorescens Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry
1,5%

Na hladiné¢ vyznamnosti 5% existuji statisticky vyznamné rozdily pouze kontrolnim
vzorkem a koncentraci kyseliny olejové 1,5 0bj.%. Ostatni koncentrace jsou statisticky
nevyznamné. Pseudomonady jsou znamé tim, e degraduji tuky. Stépy tukd vyuZivaji

ke svému metabolismu, proto ze zvySujici se koncentraci kyseliny olejové kolonie rostly.
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ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo sledovat Uc¢inek kyseliny olejové na vybrané kmeny
bakterii. V celé praci byla uplatnéna metoda ,,v bujénu®. Tato metoda byla pouzita u vSech
sledovanych bakterii. Z celkového pohledu na antibakterialni ucinek kyseliny olejové

nelze fici, zda existuje rozdil mezi gramnegativni ¢i grampozitivni skupinou bakterii.

Nelze ale vyloucit, ze by kyselina olejova nevykazovala Zadny ucinek.

S ptidavkem kyseliny olejové byl znac¢ny ubytek rustu Escherichia coli az v koncentraci
2 a 2,5 obj.%. U Salmonella Typhimurium byl Ubytek jak mezi kontrolnim vzorkem
a koncentraci kyseliny olejové 2 a 2,5 obj.%, tak 1 statisticky rozdil mezi koncentraci
1 a 2,5 obj.%. U Staphylococcus aureus byl ubytek stejny jako u Escherichia coli a to
1 a 2,5 0bj.%. U Pseudomonas fluorescens byl ubytek ristu znacny pouze pii koncentraci

1,5 obj.%. Pti vyssich koncentracich dochazelo k naristu kolonii, nikoliv k ubytku.
O kyselin¢ olejové je znamo, Ze n&které druhy bakterii ji vyuzivaji ke svym
metabolismim. Pro jiné je souCdsti biomembran, tedy je pro nékteré bakterie

nepostradatelnou soucasti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
UTI  Urinary Tract Infections (infekce mocovych cest)

MK  Mastna kyselina

OA Kyselina olejova

CoA Koncentrace kyseliny olejové

MPA  Masopeptonovy agar

MPB  Masopeptonovy bujon

CFU  Colonia Forming Units (kolonie tvofici jednotky)
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