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ABSTRAKT

Prace je zamétena na pfipravu mikroemulzi s olejovou fazi tvofenou 1-monoacylglyceroly
odvozenymi od mastnych kyselin s riznou délkou fetézce v ptitomnosti alkoholi jako ko-
surfaktantli. Teoretickd Cast se zabyva emulzemi a mikroemulzemi, jejich charakteristikou,
vlastnostmi a metodami piipravy. Rovné€z je zamétena na strucny popis monoacylgylcerol
a jejich antimikrobnich vlastnosti. Prakticka ¢ast se vénuje pfipravé stabilnich mikroemul-
zi obsahujicich 1-monoacylglyceroly a sleduje inhibi¢ni G¢inky 1-monoacylglycerol ob-

sazenych v mikroemulzich na vybrané potravinarsky vyznamné bakterie.

Kli¢ova slova: mikroemulze, 1- monoacylglycerol, kosurfaktant, antimikrobni vlastnosti

ABSTRACT

The work is focused on the preparation of microemulsions with an oil phase composed of
1-monoacylglycerols derived from fatty acids with different chain lengths, in the presence
of alcohols as co-surfactants. Theoretical part of the work is dealing with emulsions and
microemulsions, their characteristics, properties and preparation. It is also focused on a
brief description of monoacylgylcerols and their antimicrobial properties. The experimen-
tal part is concentrated on preparation of stable microemulsion containing monoacylglyce-
rols and determination of inhibitory effects of these microemulsions against selected food-

borne bacteria.

Keywords: microemulsions, 1-monoacylglycerol, co-surfactant, antimicrobial properties
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UvVOD

Emulze jsou koloidni systémy, skladajici se z jedné faze dispergované ve formé¢ drobnych

¢astic ve fazi druhé za pomoci surfaktantu.

Mikroemulze, tedy emulze s velikosti ¢astic v rozmezi 10 — 100 nm, tvoii pfechod mezi
emulzemi a miceldrnimi koloidy. Vznikaji spontanné pii vysokych koncentracich surfak-
tantu a velkém obsahu solubilizatu v micele za pfitomnosti kosurfaktantu, napt. alkoholu o
kratké a stfedni délce fetézce, jehoz piritomnost zpusobuje snizeni mezifazového napéti,
coz je pro tvorbu mikroemulze kliCovy faktor. Mikroemulze vykazuji fadu unikétnich
vlastnosti. Narozdil od béznych emulzi, které jsou mlécné zbarvené a pii jejich piipravée je
nutné intenzivni michéni, jsou mikroemulze transparentni a vznikaji spontdnn¢. Vzhledem
k separaci svych slozek jsou navic mikroemulze stabilni. S t€émito vlastnosti jsou mikro-
emulze zddouci v mnoha oblastech, jako napt. v potravinaiském primyslu, v kosmetickém

pramyslu a ve farmaceutickém primyslu.

1-monoacylglyceroly jsou parcialni estery trojsytného alkoholu glycerolu s vysSimi mast-
nymi kyselinami, které ptedstavuji potravinarsky nejvyznamngj$i lipidy. 1-
monoacylglyceroly maji Siroké vyuziti v primyslu potravinarském, predevsim jako emul-
gatory, dale v kosmetickém, farmaceutickém a v mnoha jinych oblastech. Protoze bylo
prokazano, ze 1-monoacylglyceroly maji antimikrobni u¢inky, da se o¢ekavat, ze antimik-

robni aktivitu budou vykazovat i mikroemulze tvofené 1-monoaclglyceroly.

Tato prace se zabyva moznostmi piipravy takovychto stabilnich mikroemulzi 1-
monoacylglycerolii a testovanim jejich antimikrobni aktivity. Vliv studovanych mikro-
emulzni 1-monoaclglycerolll na inhibici ristu mikroorganizmu byl sledovan na vybranych

potravinaisky vyznamnych zastupcich grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/emulze.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micelarni_koloid.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/ko-surfaktant.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/mezifazove_napeti_kapalina-kapalina.html
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I. TEORETICKA CAST
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1 EMULZE

Emulze jsou koloidni systémy, které jsou definovany jako disperze kapaliny v kapalném
disperznim prostiedi. Pro jejich tvorbu plati nésledujici obecna pravidla. Kapaliny, které
spolu vytvareji emulzi, musi byt navzdjem nemisitelné, nebo omezené misitelné a
v soustavé mohou byt pritomny latky, které jsou schopné zabranit slévani Castic dispergo-
vané faze, tzv. koalescenci. Velikost ¢astic u emulzi Casto ptesahuje koloidni rozméry,

ovSem filmy mezi ¢asticemi mohou byt koloidnich rozmért [1].

S emulzemi se setkdvame v potravinaiském primyslu, v primyslu plastickych hmot,
v kosmetickém primyslu, ve farmacii, zemédélstvi a v mnoha jinych oborech. V nékterych
pramyslovych odvétvich mohou byt emulze nevitanym jevem (napf. pii zpracovani ropy),

nebot’ znesnadiiuji déleni kapalnych fazi a snadno zvysuji viskozitu [2].

1.1 Kiasifikace emulzi
Emulzni systémy lze klasifikovat podle rtiznych hledisek.
1.1.1 Podle polarity disperzniho podilu a prostiedi se emulze rozdéluji do dvou sku-
pin
Emulze primé — oznacované jako O/V (olej ve vode¢), ve kterych je disperznim prostiedim

polarngjsi kapalina. Tento typ emulze piestavuje napi. mléko nebo latex [3].

Emulze obrdacené — oznacované jako V/O (voda v oleji), jejichz disperznim prostfedim je
nepolarni kapalina. K tomuto typu emulze je mozné zatadit napt. maslo nebo emulgované

tuky [3, 4].
Typ emulze je mozno ur¢it pomoci nasledujicich postupti:

e Prostiednictvim méfeni elektrické vodivosti, kterd je dana vodivosti jejiho disperz-

niho prostiedi. Emulze O/V jsou proto mnohem vodiv¢jsi nez emulze V/O.
e Pomoci schopnosti rozpoustét polarni nebo nepolarni barviva.

e Podle jeji schopnosti misit se s polarnimi nebo nepolarnimi rozpoustédly [2]

1.1.2 Podle koncentrace disperzniho podilu

Podle tohoto kriteria lze rozlisit:
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Emulze ziredéné — kde dispergovand faze zaujima maximalné 2 % celkového objemu. Pri-

mér &astic je obvykle fadové 10 7 m, tedy blizky rozméru koloidnich &astic.

Emulze koncentrované — s nedeformovanymi sférickymi casticemi, které s monodisperz-
nich systémech mohou dosahnout koncentrace disperzniho podilu az 74 obj. %, coz odpo-
vida nejtésnéjSimu geometrickému usporadani kulovitych ¢astic. Polydisperzni emulze Ize
pripravit také koncentrovangjsi, protoze malé ¢astice mohou vyplnit prostory mezi velky-
mi.

Emulze vysoce koncentrované, gelovité — jsou tvoreny ¢asticemi disperzniho podilu uloze-
nymi tak tésné, ze se vzajemné deformuji. Jsou od sebe oddéleny tenkymi filmy koloidnich

rozmérl, tenkymi vrstvami disperzniho prostfedi a emulgétoru [3].

ol 8 =
* CJ

@) O O
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0 0o © DG

@ ® ..
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Obrazek 1. Ruzné typy emulzi a) zredeéné, b) koncentrované, c) gelovité [4]

Muzeme se také setkat se zvlastnimi typy emulzi, kterymi jsou kritické emulze a dvojité

emulze.

Kritické emulze jsou soustavy tvorené¢ dvéma omezen¢ misitelnymi kapalinami pfi teploté
blizké kritické teploté rozpoustéci, kdy mezifadzové napéti na rozhrani fazi je velmi malé
(10° N.m™) a k dispergovani jedné kapaliny druhou sta&i jen tepelny pohyb molekul. Kri-
tickd emulze miZe existovat jen ve velmi Uzkém teplotnim intervalu a vyznacuje se nesté-

losti disperzniho podilu [5].

Dalsi skupinou emulzi jsou dvojit¢ emulze (napi. O/V/O nebo V/O/V). Emulze typu
V/O/V je tvotena dispergovanymi ¢asticemi vody ve vétSich ¢asticich oleje, které jsou sa-

my dispergovany v kontinualni vodné fazi [4].
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Tyto emulze jsou obvykle ptipravovany dispergaci ve dvou krocich a za pouziti dvou typua
emulgatorti (hydrofilniho a hydrofobniho), popt. mohou vznikat v disledku nerovnomér-
ného rozdéleni emulgatoru v riznych mikroskopickych oblastech soustavy pii inverzi fazi.
Vzhledem k velké ploSe fazového rozhrani je stabilita téchto systémi mensi, nez

u jednoduchych emulzi [1].

1.1.3 Podle velikosti dispergovanych ¢astic

Mikroemulze — s velikosti ¢astic obvykle v rozsahu 10-100 nm. Jsou to €iré a termodyna-

micky stabilni disperze [5].

Nanoemulze — jejich velikost ¢astic lezi obvykle v rozsahu 50-200 nm, jsou prisvitné a
kineticky stabilni. Né&které literarni zdroje blize specifikuji také miniemulze s velikosti

rozptylenych ¢astic 80-150 nm [6, §].

Makroemulze — jsou systémy s velikosti dispergovaného podilu zpravidla v rozsahu 100-
1000 nm. Jsou mlé¢né zbarvené a termodynamicky nestabilni. Nestalé jsou proto, ze dis-
perzni podil ma tendenci ke koalescenci, tedy shlukovani dispergovanych ¢astic ve veétsi,
pfipadné az ve spojitou fazi. Z potravinaiského hlediska jsou nejvyznamnéjsi pravé mak-

roemulze [5].

Typy emulzi jsou schematicky znazornény na Obrazku 2.

1000 000 g
100 000 [p-rrvsssrmoesssreneeonaen zakalena--bia- -]
. [makroemulze ||>1000
10000 LS ETET |
F 1200-50000
. 1000 b4 |
E g zakalena, modro-bild 100-1000
2 100 F-tmikroemulze
S - [10-200 |
é 0 E || solubil.12-30 [|[<50 ] “[semitransparentrii-|
e | | Micely 620 $eda 50-100
F |roztoky <10
o1 L

Obrazek 2. Rozdeéleni emulzi a vzhled systému v zavislosti

na velikosti castic [7]
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1.2 Slozeni emulzi

VétsSina emulzi se sklada ze tii riznych oblasti, které maji odlisné fyzikaln¢-chemické

vlastnosti, a to jsou:
e dispergované cCastice
e disperzni prostiedi
e rozhrani.

Molekuly v emulzi se na tyto tfi oblasti rozdé€li podle jejich koncentrace a polarity. Nepo-
larni molekuly maji tendenci byt umistény pievazné v olejové fazi, molekuly polarni ve
vodné fazi a amfifilni molekuly na rozhrani. Také v rovnovaze neustale probihaji vymény
molekul mezi jednotlivymi oblastmi, k nimz dochdzi v mife, ktera zavisi na hmotnosti pte-

pravovanych molekul skrz rizné oblasti v systému [4].

1.3 Priprava emulzi

Emulze se obvykle pfipravuji procesem emulzifikace. Emulzifikace spo¢iva v mechanické
dispergaci disperzniho podilu v disperznim prostiedi za pfitomnosti pfislusSného emulgato-
ru neboli surfaktantu. Dispergované kapaliny se intenzivn€ promichdavaji, protiepavaji,
podrobuji se vibracim pomoci michadel, specidlnich emulgétort, koloidnich mlynd nebo
ultrazvuku. Nékdy se ziskané polydisperzni emulze jesté dodate¢né homogenizuji ve spe-
cidlnich homogenizatorech. Homogenizaci zna¢né stoupne stalost emulze. Dal$im moznym
postupem piipravy emulzi jsou kondenza¢ni metody, které jsou vSak pouzivany ziidka.
Zde zahrnujeme postupy jako napft. snizeni rozpustnosti vysokomolekuldrnich latek, piida-
vek Spatného rozpoustédla, kterymi je mozné ziskat vodné emulze organickych latek o

velké disperzité.

Pfi emulzifikaci je mechanickd prace pfeménovéana v mezifdzovou energii rozhrani O/V.
Vedle stabiliza¢niho U¢inku, emulgatory snizuji mezifazovou energii a tim tento proces
usnadiiuji. Emulzifikace probiha pomérné snadno, poklesne-li mezifazové napéti pod
10 mN/m. Nékteré surfaktanty srozvétvenym fetézcem dokonce snizuji mezifazovou
energii pod 1 mN/m. Pak staci k dispergovani velmi malé sily a dochézi k tzv. spontanni
emulzifikaci. Samovolné emulgovani mé vyznamnou ulohu v procesech spojenych s trave-

nim a vstfebavanim potravy v organizmech [1].
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1.4 Surfaktanty

Surfaktanty jsou povrchové¢ aktivni latky. Pro povrchové aktivni latky se také né€kdy pou-
ziva vyraz tenzidy. Oznaceni surfaktanty je prevzaté z anglictiny, zatimco tenzidy do Ces-

tiny proniklo z ném¢iny [9].

Tyto latky maji schopnost snizovat povrchovou ¢i mezifdzovou energii na rozhrani kapali-
ny a plynu nebo vody a oleje, protoze se samovolné koncentruji na fazovém rozhrani mezi

vodnou a olejovou fazi. Tim snizuji povrchové napéti a usnadiuji tak emulzifikaci.

Podminkou pro to, aby latka fungovala jako surfaktant, je charakteristické usporadani ato-
mu v jeji molekule. VétSinou jsou to delsi molekuly, v nichz na jednom konci je uskupeni
atomd, které ¢ini tuto ¢ast molekuly lyofilni a na opa¢ném konci pak uskupeni atom, kte-
ré ¢ini tuto ¢ast molekuly lyofobni. Jejich molekula mé tedy amfifilni charakter. Pokud se
tyto latky vyuzivaji v soustavach obsahujicich vodu, obsahuji hydrofilni ¢ast (je pfitomna
polarni funkéni skupina, napt. -COOH, -SO;H) a hydrofobni ¢ast (uhlikaty fetézec o vhod-
né délce) [10, 11].

1.4.1 Rozdéleni surfaktanta

Nejobvyklejsi zplisob déleni surfaktantli vychdzi ze zakladni chemické povahy téchto 1a-
tek. DéEli se na anorganické, organické a organosilikatové. Vzhledem k aplika¢nimu vy-
znamu jsou dale blize charakterizovany organické surfaktanty. Tato skupina se déli podle

struktury molekul a moZnosti disociace ve vodné fazi na dvé zékladni podskupiny:

o surfaktanty ionické

o surfaktanty neionicke.

U surfaktantt disociujicich ve vodé na ionty dale zalezi na tom, ktery z téchto iontli zptso-
buje povrchové efekty, ktery z nich je povrchové aktivni. Proto je mozné dale ionické sur-

faktanty d¢lit na:

e surfaktanty anionické
e surfaktanty kationické

o surfaktanty amfoterni [14]
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1.4.1.1 Anionické surfaktanty

Tato skupina surfaktantii je charakteristicka tim, Ze v roztoku jejich molekuly disociuji za
vzniku organického aniontu, ktery je nositelem povrchové aktivity. Kationtem je obvykle

nektery z alkalickych kovl ¢i amonny kation [12].

Nejznaméjsim piikladem anionického surfaktantu jsou mydla, alkalické soli vySSich mast-

nych kyselin [10]. Anionické surfaktanty 1ze dale délit do nasledujicich podskupin.

a) soli karboxylovych kyselin=mydla, RCOO Me" jsou nejdéle pouzivanou skupinu surfak-
tantti. Uhlovodikovy fetézec ma obvykle délku 8-20 uhlikti. Jedna se o surfaktanty se
sttedné vysokou povrchovou aktivitou, které Spatn¢ pracuji v kyselém prostiedi, kdy do-
chazi k potlaceni disociace organické kyseliny; a v siln€ tvrdé vodé (vznikaji nerozpustné

vapenaté soli) [12].

b) alkylarylsulfonany, RArSOsMe" ptedstavuji nejvice primyslové vyuzivanou skupinu
anionickych surfaktantli. Diky své jednoduché vyrobé jsou velmi levné a na rozdil od my-
del maji vysokou povrchovou aktivitu i v kyselém prostiedi. Nejvétsi problém tak predsta-

vuje jejich nizka biologicka odbouratelnost [12].

¢) alkylsulfaty, ROSOs Me" jsou estery kyseliny sirové. Diky tomu maji vysokou povrcho-
vou aktivitu 1 v kyselém prostfedi a na rozdil od pfedchozi skupiny jsou 1 Setrné;si viici
zivotnimu prostiedi. Jsou ovSem vyrobné nakladné&jsi. Do této skupiny patii jeden z nej-
znam¢jSich surtaktanti - dodecylsiran sodny. Obvykla délka uhlovodikového fetézce se

v této skupin€ pohybuje od 10 do 18 uhlika [12].

d) alkylsulfonany, RSO5 Me" maji obdobné dobrou biologickou odbouratelnost jako alkyl-

sulfaty, ale jsou jeste nakladnéjsi na vyrobu [12].

e) fosfaty a estery kyseliny fosforeCné maji hlavni vyznam v pracich prostiedcich, protoze
nejsou tak citlivé, jako predchozi skupiny na tvrdou vodu. Diky obsahu fosforu vSak jsou
biologicky zavadné, protoze zvysuji eutrofizaci vod, a proto se od jejich pouziti v pracich

prostiedcich ustupuje [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

1.4.1.2 Kationické surfaktanty

Nejbéznéjsimi kationickymi surfaktanty jsou alkylaminy s délkou fetézce 8-18 atomt uhli-
ku. Vyskytuji se ve form¢ primarnich az kvartérnich amind. Kvartérni aminy jsou vzhle-

dem k silné ionizaci nejvyznaméjsi [15].

Cena kationickych surfaktanti je vysoka, a proto se pouzivaji na specifické ucely jako
napf. inhibitory koroze, v dezinfekcnich prostiedcich, avivazich nebo kondicionérech v

kosmetice. Mezi kationické surfaktanty fadime nasledujici skupiny:

a) alkylaminy, RNH, tvoti skupinu surfaktantti s nizkou povrchovou aktivitou, se silné

omezenou aktivitou v alkalickém prostiedi (nizka disociace aminoskupiny) [12].

b) soli kvartérnich amoniovych zdsad, (RNR3’)"X tvofi nejpouzivanéjsi skupinu téchto
surafktanti, hlavni uhlovodikovy fetézec obsahuje 12 az 18 uhlikd. Jako anion se zde
uplatnuje obvykle halogenidovy anion. Nejznaméjsi surfaktant této skupiny piedstavuje

cetyltrimethylammonium bromid [12].

¢) soli pyridiniovych zdsad, (RCHR’)CsHsN'X obdobné jako ptedchozi skupina vykazuji
dostate¢né vysokou povrchovou aktivitu i1 v alkalickém prostiedi a navic pii vhodné délce

uhlovodikového fetézce mohou mit i baktericidni ucinky [12].

1.4.1.3 Amfoterni surfaktanty

Molekuly téchto latek obsahuji jak bazickou, tak i kyselou funkéni skupinu, takze podle
pH prostiedi mtze byt nabita kladné ¢i zaporné. Typickym piikladem takovych molekul a
soucasn¢ i povrchové aktivnich latek jsou aminokyseliny, které se pouzivaji jako surfak-
tanty a jsou, bud’ ziskavany z ptirodnich materidli, nebo uméle syntetizovany. Jako surfak-
tanty tohoto typu ucinkuji i bilkoviny a z dalSich ptfirodnich molekul betainy. Vzhledem k
jejich vysoké vyrobni cené jsou pouzivany prakticky vyhradné v kosmetice, napiiklad v

Samponech, tekutych mydlech a pénach do koupele [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

1.4.1.4 Neionické surfaktanty

Hydrofilni ¢ast téchto latek neni schopna disociace a na jeji polarité zavisi, jestli je-li dany
surfaktant rozpustny ve vodé nebo v olejové fazi. Chemicky se jedna o latky, z nichZ jsou
nejbéznéjsi alkyl polyoxyetylenetery, estery mastnych kyselin a vicesytnych alkoholi

(monoacylglyceroly a jejich derivaty) a substituované étery sacharida [15].

Tyto latky jsou dnes nejrozsifenéjsi skupinou surfaktanti a jsou predstavovany Sirokou
Skélou sloucenin, z nichz historicky nejstarsi pfedstavuji adi¢ni produkty ethylenoxidu na
rizné organické molekuly (alifatické alkoholy, alkylfenoly, estery mastnych kyselin ¢i

polymery). Déle je délime do nésledujicich podskupin.

a) oxyethylenaty vyssich (mastnych) alkoholiu, RO(CH,CH>0),H ptedstavuji jedny z prv-
nich neionickych surfaktanti pouzivanych v praxi, jejich problémem je vysoka cena a

Spatné biologické odbouratelnost [12].

b) oxyethylendaty estertt mastnych kyselin, RCOO(CH,CH,0),H maji podobné aplikacni

moznosti i nevyhody jako piedchozi skupina [12].

¢) oxyethylenaty alkylfenolu, RCsH,O(CH,CH,0),H se staly diky své cené nejrozsifenc;-
Simi primyslovymi surfaktanty, ovS§em obdobné jako pfedchozi skupiny maji Spatnou bio-

logickou odbouratelnost. Oznaceni téchto surfaktatii je Triton [12].

d) kopolymery ethylenoxidu a propylenoxidu umoziuji zmeénou poméru obou stavebnich

jednotek regulovat povrchovou aktivitu [12].

e) oxyethylenaty sorbitolovych estert s mastnymi kyselinami predstavuji dalsi velkou sku-
pinu prumyslové vyuzivanych surfaktantli s vlastnostmi fizenymi poctem oxyethylenovych

jednotek v molekule — mezi nejznaméjsi surfaktanty z této skupiny patii Tweeny [12].

) alkylpolyglykosidy predstavuji nejprudceji se rozvijejici skupinu surfaktantd diky jejich
ptiznivym povrchové aktivnim 1 biologickym vlastnostem a v neposledni fad¢ i vyrobni

cené, nebot’ jsou vyrabény z ptirodniho materialu nepftilis slozitymi postupy [12].
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g) ptirodni molekuly — glyceridy, glykosidy, sacharidy jsou Casto vyuzivany i pies svou

vyssi cenu diky svym ptiznivym vlastnostem hlavné v kosmetice [12].

1.4.2 Hydrofilné - lipofilni rovnoviha (HLB)

Surfaktanty jsou charakterizovany pfedevs$im vzdjemnym pomérem hydrofoébnich a hydro-
filnich funkénich skupin, ktery se vyjadiuje pomoci hodnoty tzv. hydrofilné-lipofilni ba-
lance (HLB) [26].
Pro zjiSténi hodnoty HLB lze pouzit rizné metody:

a) vypocet na zaklad¢ slozeni

b) odhad podle vlastnosti smési surfaktantu s vodou

¢) porovndni vlastnosti emulzi

d) analytické metody na principu papirové a plynové chromatografie [27]

Hodnota HLB pro neionogenni surfaktanty, které jsou pouzivany v této diplomové praci,
lezi v intervalu 0 — 20. Podle hodnoty HLB maji surfaktanty pti 3 — 6 G¢inek emulgatort
V/0, pti 7 — 9 smacedel, pii 8 — 18 emulgatori O/V, pii 13 — 15 detergentd a pii 15 — 18
solubilizatorii [14].

Vysoké hodnoty maji hydrofilni surfaktanty s velkou rozpustnosti ve vod¢, které obvykle
dobfe stabilizuji emulze O/V, zatimco surfaktanty s nizkou hodnotou HLB jsou malo roz-
pustné ve vod¢ a dobte stabilizuji emulze typu V/O [1]. Vztah mezi hodnotou HLB a roz-

pustnosti emulgatorti ve vod¢ je znazornén v Tabulce 1.

Tabulka 1. Vztah mezi hodnotou HLB a rozpustnosti emulgatorii [72]

Hodnota HLB Rozpustnost emulgatori ve vodé
1-4 Velmi obtizné dispergovatelné
3-6 Obtizn¢ dispergovatelné

6-8 MIécnd disperze po michani

8-10 Stabilni mlé¢nd disperze

10-13 Polocira disperze

13 a vyssi Ciry roztok
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1.5 Biosurfaktanty

Surfaktanty tohoto typu jsou produkovany biologickou cestou, tedy i riznymi organismy.
Mnohé z nich jsou pfedmétem zajmu odborniki, ktetfi v nich vidi moznou nahradu synte-
tickych preparatii. Takovymi biosurfaktanty jsou napt. rhamnolipidy, produkované gram-
negativni bakterii Pseudomonas aeruginosa. VétSina znamych druhi této bakterie produ-
kuje rhamnolipidy v mnozstvi kolem 20 mg/litr kultivaéniho média, ale byl popsan i novy
bakterialni kmen (NY3), ktery produkuje az 12 g/litr. Tento kmen bakterie byl izolovan z
pudy nasaklé ropou a bylo zjisténo, ze ji uspésné rozklada, vcetné polycyklickych aroma-
tickych uhlovodiki. Kmen NY3 se vyznacuje mimotadnou schopnosti produkovat mnoz-
stvi strukturalné odliSnych rhamnolipidd. Az dosud jich bylo nalezeno 25 a mezi nimi i

takové, které nebyly dosud znamy [10, 11].

1.6 Kosurfaktanty

Jsou povrchové aktivni latky, jejichz uhlovodikovy fetézec neni dost dlouhy na to, aby
mohly samostatné asociovat v micely, ale mohou vstupovat do struktury micel asociativ-
nich koloid#. Povrchové napéti systému se tim dale snizuje. Pfikladem mohou byt alkoho-

ly o stiedni délce fetézce (napt. hexanol) [13].

1.7 Mikroemulze

Jsou spontanné vytvorené, ¢iré, termodynamicky stabilni homogenni disperze dvou nemi-
sitelnych kapalin, které obsahuji pfisluSné mnozstvi surfaktantli a kosurfaktant. Mezifa-

zové napéti mikroemulzi je ultranizké (cca 10” mN/m), ale neni nikdy nulové [23].

Nekteti védei zabyvajici se zkoumanim mikroemulzi nesouhlasi s oznacenim ‘termodyna-
micky stabilni‘ a upfednostiiuji pouze oznaceni ‘spontanné vytvorené’. Dle publikace [23]
jsou mikroemulze definovany jako systémy skladajici se z olejovych, a nebo vodnych
nanooblasti, spole¢né existujicich v termodynamické rovnovaze. Jakykoli jiny pokus ozna-
Cit systémy, které nejsou termodynamicky stabilni (ale spiSe kineticky stabilni), jako mik-
roemulze je zavadéjici. Pro skutecné mikroemulze je charakteristickd nizka viskozita, jsou

newtonské, a velikost ¢astic jejich dispergované faze lezi mezi 10 a 100 nm [23].

Mikroemulze tvoii pfechod mezi emulzemi a miceldrnimi koloidy. Vznikaji spontanné pfi
vysokych koncentracich surfaktantu a velkém obsahu solubilizatu v micele za pfitomnosti

kosurfaktantu, napt. alkoholu o stfedni délce fetézce, jehoz ptitomnost zplsobuje dalsi


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/povrchove_aktivni_latka.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micela_-asociativni-.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/emulze.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micelarni_koloid.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/ko-surfaktant.html
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snizeni mezifazového napéti. Hranice mezi velikosti micely a ¢astice mikroemulze lezi

v oblasti 30 nm [16].

1.7.1 Piiprava mikroemulzi

Smési vytvarejici izotropni oblasti s mikroemulznimi strukturami byly poprvé popsany za
pouziti fazovych diagramt tii hlavnich slozek (emulgator, olej a voda), které byly vytvote-
ny na zaklad¢ titrace smési surfaktantu a olejové faze vodou. Tato metoda vedla
k vytvoteni izotropnich, homogennich oblasti vzniklych za ptitomnosti velkého nadbytku
sufaktantu. Dal8i moznosti ptipravy mikroemulze je postup, kdy je dvousloZkovy systém
oleje a vody titrovan nadbytkem surfaktantové faze. Surfaktant byl pfidavan dokud se
nedocililo ¢irého roztoku. Oba tyto koncepty se zakladaly na ptedpokladu, ze mikroemulze
predstavuji ¢astice o velmi malém priméru s velmi vysokou plochou povrchu, které budou
vyzadovat velké mnozstvi surfaktantu. Teoreticky je mozné vypocitat, kolik surfaktantu je
potieba pro kazdou ¢astici a pro jejich celkovy pocet. Tyto vypocty vedly k zavéru, Ze mi-

kroemulze jsou systémy vzdy bohaté na surfaktantové faze [23].

Mikroemulze je mozné piipravit kontrolovanym pfidanim niZsich alkoholii (butanol, pen-
tanol a hexanol) do klasickych mlécnych emulzi voda v oleji (V/O) nebo olej ve vodé
(O/V). Ptidavek nizsich alkoholli snizuje povrchové napéti mezi olejovou a vodnou fazi
tak, ze je dostatecné nizké pro téméf spontanni tvorbu tzv. mikroheterogennich systémii.
Misitelnost oleje, vody a surfaktantu/kosurfaktantu zavisi na celkovém sloZeni, které je

specifické pro dany systém [24].

1.7.2 Typy mikroemulzi

Béhem vyzkumu mikroemulzi byly systematizovany ternarni a kvartérni fazové diagramy
znazoriyjici chovani olejové faze, vodné faze, surfaktantu a kosurfaktantu. Mikroemulze
olejové faze uzaviené do vodné faze byly oznaceny jako L, izotropni faze, ¢ili mikroemul-
ze olej ve vode (O/V). Tyto systémy jsou v zdsad¢ micely zbobtnalé v oleji. Podobn¢ po-
kud byla v jadru micel uzaviena vodna faze, byla ziskana L, faze, oznaovana jako mikro-
emulze voda v oleji (V/O). Mikroemulzni oblast L, je izotropni a reprezentuje slozeni tfi
slozek, které vytvoii mikroemulzi spontdnné a ta zlstane ¢ird a termodynamicky stabilni
[23]. Pro nizké az stfedni koncentrace surfaktantu jsou definovany nasledujici typy mikro-

emulzi oznacované jako Winsor.
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o  Mikroemulze typu I (Winsor I), dvoufdzovy systém, spodni ¢ast jsou nabotnalé mi-
cely - mikroemulze (O/V) obklopené micelami surfaktantu rozpustného ve vodée

koexistujici s ptebytkem olejem.

o  Mikroemulze typu II (Winsor II), dvoufazovy systém, horni ¢ast jsou nabotnalé re-
verzni micely — mikroemulze (V/O) obklopené olejem, kde reverzni micely koexis-

tuji s nadbytkem vody.

o  Mikroemulze typu IIl — ttifazovy systém, sklada se z oleje, vody a bikontinualni

mikroemulzni faze (V/O plus O/V), které koexistuji v rovnovaze.

o  Mikroemulze typu IV je definovéna jako jednofazovy mikroemulzni systém, kde

olej 1 voda jsou zcela solubilizovany v surfaktantové mikroemulzni fazi [23].

Ptemén jednotlivych typti mikroemulzi mize byt dosazeno nékolika zplisoby v zavislosti
na typu pouzitych surfaktantti. Napf. u ionickych surfaktanti dojde k pfeméné typu I-1I-111,
je-li zvySena koncentrace elektrolytu, zatimco zmény teploty v pfitomnosti neionickych
surfaktantli mohou zménit jeho hydrofilitu a mohou rovnéz umoznit podobné ptechody. Za
idedlni je povazovana mikroemulze typu III, kterd obsahuje stejné mnozstvi oleje a vody

[23].

Pii ptipravé mikroemulzi je cilem zvétSit jednofdzovou oblast piedstavujici homogenni

oblast a rozsifit ji tak, aby jeji pfiprava vyzadovala minimalni mnozstvi surfaktanti.

V potravinaiském prumyslu pifi vyrobé potravin, jako jsou pomazanky nebo margariny,
které vyzaduji mikroemulze V/O, je dilezité, aby bylo maximalizovano mnozstvi vody
dispergované v ramci olejové faze obsahujici surfaktant, zatimco pokud se systém sklada
z vodné kontinualni faze (tedy O/V), jako napt. nékteré napoje, je dilezité dispergovat
maximalni mnozstvi olejové faze ve smésich vody a surfaktantu. V obou pfipadech je to
mozné docilit s minimem pouzitych surfaktanti. U nékterych novych vyrobku je vSak nut-
né pripravit tzv. olejovy koncentrat (olej a surfaktant), ktery lze zfedit vodnou fazi, a tak je

mozné docilit postupné piemény typu mikroemulze Winsor I na Winsor IV [23].

1.8 Stabilita emulzi a mikroemulzi

Vyznamnym parametrem emulzi je jejich stabilita, kterd je definovana jako jejich schop-
nost setrvani ve stavu, v némz se vyrazné neméni jejich ptivodni vlastnosti. Stabilitu emul-

ze lze posuzovat z termodynamického a kinetického hlediska. Termodynamickd stabilita
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emulze je v piimé souvislosti s pravdépodobnosti, ze rozpad emulze probéhne, zatimco

kineticka stabilita je vyjadfovana rychlosti rozpadu dané emulze [15, 25].

Emulze jsou jako vSechny koloidni a mikroheterogenni soustavy agregatné nestalé, protoze
maji prebytek volné energie na fazovém rozhrani. Agregétni nestalost emulzi se projevuje
samovolnou tvorbou agregatt s jejich moznym nésledujicim vzdjemnym spojovanim (koa-

lescenci) [26].
U emulzi je mozné sledovat tfi hlavni formy nestability, které spolu vzajemné souvisi:

1. Sedimentace (krémovani) — proces, ktery je zavisly na rozdilu hustot obou fazi a pfi

némz kapalina o vyssi hustot€¢ mensi nebo vétsi rychlosti sedimentuje nebo se hromadi na

povrchu emulze [25].

2. Flokulace — aglomerace Castic ve form¢ volnych nepravidelnych seskupeni. Flokulaci
obvykle ovliviiuji elektrolyty a vysvétleni jevil je ve zméné elektrické dvojvrstvy na fazové

rozhrani olej — voda [25].

3. Koalescence — Je kone¢nym stavem nestability emulze po flokulaci. Je v zasad¢ nevrat-
na. Tento proces probiha pfedevsim v koncentrovanych emulzich a je zde hlavnim fakto-
rem, ktery urcuje dobu jejich zivotnosti. Energeticka bariéra stabilizujici koalescenci je
urCena adsorpci surfaktantu na fadzovém rozhrani. Koalescence je tedy vysledkem tvorby

vodikovych miistkli mezi molekulami dispergovanych castic [1, 25].

Aby byla zajisténa dostate¢na zivotnost emulze, je zapotiebi systém stabilizovat. Ke stabi-

lizaci lze pouzit nize uvedené postupy.
A) Stabilizace elektrickou dvojvrstvou

Stabilizace elektrickou dvojvrstvou se vyuziva pouze u ziedénych emulzi s nizkou frek-
venci srazek. Rozpustnost kationtdl a aniontil je rtiznd ve vodné a olejové fazi. Obvykle
jsou anionty vice rozpustné v olejové a kationty vice ve vodné fazi. Odpudivé sily mezi
¢asticemi emulze brani koalescenci tim Iépe, ¢im vétsi je tloustka dvojvrstvy a ¢im vetsi je
naboj ¢astice. VIiv koncentrace elektrolyti na tyto dvé veli¢iny je vSak opacny, naboj ¢as-
tice roste s koncentraci elektrolytu, zatimco tloustka dvojvrstvy s rostouci koncentraci

elektrolytu klesa [1].

B) Stabilizace surfaktantem
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V koncentrovanych emulzich, kde stabilizace ¢astic pouhym elektrickym nabojem nepo-
stacuje, je tfeba stabilitu emulzi zajistit pfidavkem vhodné tfeti slozky, kterou je surfak-
tant. Surfaktant vytvaii na povrchu ¢astic ochrannou vrstvu, ktera pti srazce dvou castic

zabrani jejich koalescenci. Musi proto spliiovat tyto pozadavky:
e hromadit se na rozhrani obou fazi

e vytvaret na rozhrani kompaktni, pruzny film, ktery vSak nevykazuje ad-

hezi k filmiim vytvofenym okolo dal$ich ¢astic [1]

Stabilita emulzi je i v pfitomnosti surfaktantii omezena. Casto se k nim proto piidavaji sta-
bilizatory emulzi, napt. nizkomolekularni hydrofilni latky jako glycerol nebo hydrofilni
koloidy (bilkoviny jako je zelatina a polysacharidy jako je pektin, rostlinné gumy nebo
modifikované celulosy), které jednak zvySuji viskozitu emulzi, jednak interaguji

s ¢asticemi hydrofobnich koloidi a tim umoziuji jejich asociaci s vodou [5].

Na vlastnosti a stabilitu emulzi ptsobi rizné faktory a to napt. celkové sloZzeni emulze,
zpusob piipravy nebo teplota skladovani. Nejdulezitéjsi je vliv pouzitych emulgacnich
¢inidel, jejich kvalita a koncentrace. Vybér vhodného surfaktantu ma velky vyznam, proto-
Ze je nejen stabilizatorem emulzi, ale urcuje také typ vytvofené emulze, plisobi na stupen

disperzity a na fyzikalni vlastnosti emulze [27].
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2 MONOACYLGLYCEROLY

Estery glycerolu pfedstavuji potravinarsky nejvyznamnégjsi lipidy. Monoacylglyceroly
(MAGQG) jsou parcialni estery trojsytného alkoholu glycerolu s vys$S§imi mastnymi kyselina-
mi. Vznikaji substituci vodiku hydroxylové skupiny zbytkem mastné kyseliny (MK),
(acylem) [18, 19].

2.1 Klasifikace monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly Ize v zavislosti na poloze esterickych vazeb v glycerové ¢asti obecné roz-
délit do dvou skupin, na 1-monoacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly. Pomér obou isomert
v pfirodnich materidlech zalezi na stereospecifité pfitomnych lipadz. V potravinach pieva-
7uji stabilngj$i 1-monoacylglyceroly. Reakci vodikii dalSich kyselin s OH — skupinami

glycerolu vznikaji diacylglyceroly (DAG) nebo triacylglyceroly (TAG) [19, 20, 21].

TN
H—%—D—C—E
H—C—0H
H—C —OH

H

Obrazek 3. 1-monoacylglycerol

2.2 Vlastnosti monoacylglyceroli

Vétsinu fyzikalnich i chemickych vlastnosti monoacylglyceroli urcuje predevsim typ a
poloha mastnych kyselin, které jsou ve formé acylu vazany na glycerol [19].

Povaha uhlikatého fetézce ma vliv na teplotu tani monoacylglycerol. Bod tani stoupa s
rostoucim poctem atomil uhliku v molekule mastné kyseliny, pfirtistek je tim mensi, ¢im je
vetsi pocet atomt uhliku. Se zvySujici se nenasycenosti mastnych kyselin bod tani klesa.
Teplota tdni monoacylglycerolll je velmi blizk4 teploté tani pfislusné mastné kyseliny.
Teplota tuhnuti prislusSnych monoacylglycerolii je vyssi nez teplota tani, obvykle o 5 — 15

°C. Hustota acylglycerolli klesa s rostouci délkou fetézce mastnych kyselin a s klesajicim
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stupném nenasycenosti. Pfitomnost kyslikatych funkénich skupin hustotu zvySuje. Index
lomu roste u monoacylglycerold s rostouci délkou uhlikatého fetézce, podobné jako u na-
sycenych mastnych kyselin. Monoacylglyceroly se dobfe rozpoustéji v alkoholech a jen
velmi malo v petroleteru [5, 21].

Monoacylglyceroly jsou povrchové aktivni latky, které jsou tvoreny hydrofilni a hydro-
fobni ¢asti. Tvofi monomolekularni nebo vice molekularni film, ktery usnadnuje disperga-
ci a stabilizaci. Na rozhrani fazi v disperzich se molekuly orientuji tak, Ze hydrofobni kon-
ce molekul, tvofené¢ hlavné mastnou kyselinou, smétuji do hydrofobni faze a hydrofilni
¢asti smeétuji do faze hydrofilni.

Emulgacni schopnost MAG zéavisi na druhu mastné kyseliny, jejiz zbytek je ptitomen
v esteru a na druhu kapaliny na dotykové plose, jejiz povrchové napéti se ma snizit [21,
22].

Protoze jsou MAG pomérné malo poléarni, zvySuje se jejich emulgacni Gi¢innost Casto pfi-
davkem fosfolipidii nebo bilkovin (napi. kaseinatll). Obecné se mén¢ polarni emulgatory
hodi pro ptipravu emulzi typu voda v oleji (V/O), zatimco polarn€jsi pro emulze typu olej
ve vodé (O/V). Emulgacni schopnost pro fadu tceli se zlepsi, jestlize se MAG esterifikuji
riznymi kyselinami, napf. kyselinou mlé€nou, citrénovou nebo vinnou. MAG obsahujici

nenasycené mastné kyseliny musi byt chranény antioxidanty proti oxida¢nim reakcim [21].

2.3 Vyroba monoacylglycerolii
Monoacylgylceroly jsou v soucasné dobé vyrabény nékolika zptsoby a to [30]:
e Interesterifikaci (alkoholyzou, acidolyzou, transesterifikaci)
e Parcialni hydrolyzou triacylglycerolti
e Esterifikaci vyS$Sich mastnych kyselin s glycerolem

e Nukleofilni adici mastné kyseliny na oxiran-2yl-metanol

2.3.1 Interesterifikace

Interesterifikacni reakce zahrnuji tfi hlavni typy reakci — alkoholyzu, acidolyzu a transeste-

rifikaci.
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2.3.1.1 Alkoholyza

vvvvvv

chazi k vyméné¢ alkoholové slozky esteru. Reakce probihd pomalu, acylglyceroly se
v alkohlické fazi rozpousti jen Castecné. Reakce muze probihat za pfitomnosti alkalickych
nebo kyselych katalyzatort. V ptipad¢ alkalickych katalyzatorti probiha reakce pti pokojo-
vé teploté, v pritomnosti kyselych katalyzatort pfi teploté cca 100 °C a bez pouziti kataly-

zatoru je nutna vyssi teplota cca 250 °C [30].

Pro primyslovou vyrobu MAG se vyuziva alkoholyza tukl za pouziti glycerolu, glycero-
lyza. Reakce se provadi pti vyssich teplotach, nejéastéji pii teploté¢ 170 — 240 °C, protoze
TAG a glycerol jsou za niz§ich teplot vzajemné malo rozpustné. Tato metoda je energetic-

ky naroc¢na a dalsi nevyhodou je pomérné nizka vytéznost (50 — 55 % MAG) [29, 30].

Pro vyrobu MAG glycerolyzou jsou vhodné katalyzatory: 0.1 — 0.2% hydroxid sodny nebo
draselny, methylat a ethylat sodny, uhli¢itan sodny a hydroxid vapenaty. Déale v n¢kterych
piipadech byly pouzity i kovy, napt. sodik nebo draslik ve formé prasku [22, 31].

2.3.1.2 Acidolyza

Acidolyza je reakce, pfi které dochazi k vyméné kyselinové slozky esteru. Karboxylova
skupina volné kyseliny reaguje s esterem, ptic¢emz vznikd meziprodukt, z kterého se uvolni

kyselina diive vazana na ester za vzniku nového esteru [5].

Pii acidolyze se acylovy zbytek mastné kyseliny vyméni za jiny kyselinovy zbytek za
vzniku TAG. Acidolyza probihd samovolné pti 250 °C, v pritomnosti katalyzatoru (kyseli-
ny sirové) pti 158 °C. Nasledné€ je nutné provést hydrolyzu, ktera ze vzniklych triacylgly-
cerolll vytvofi monoacylglyceroly. Velkou nevyhodou hydrolyzy je neselektivita reakce

[30].

2.3.1.3 Transesterifikace

Béhem transesterifikace reaguje ester s esterem a dochazi ke vzajemné vyméné acylovych
zbytkl. Béhem reakce dochdzi k vzdjemné mezimolekularni vyméné acylové nebo alkoho-
lové skupiny jednoho esteru za acylovou nebo alkoholovou skupinu esteru jiného. Jde o

iontovou reakci katalyzovanou vodikovymi nebo hydroxylovymi ionty. Reakéni rychlost
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zavisi na struktufe alkoholu a rozvétvenosti mastné kyseliny. Déle reakéni rychlost klesa

s rostouci molekulovou hmotnosti [32, 33, 34].

Jednim z hlavnich faktora ovliviiujicich transesterifikaci je pomér alkoholu k oleji. Preby-
tek alkoholu podporuje tvorbu produktii, nadmérné mnozstvi vSak ztézuje vyuziti glycero-

lu, proto se tento pomér stanovuje empiricky [35].

2.3.2 Parcialni hydrolyza triacylglycerolii

Tuky a oleje jsou tvofeny estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu, které hydrolyzuji.
Pomoci vody se $tépi na své piivodni slozky. Reakce probiha stupniovité pres vznik diacyl-
glycerolu k monoacylglycerolu, az po vznik mastnych kyselin a glycerolu. Reakce probiha
za vysokych teplot a pod tlakem. Jako katalyzatory se pouzivaji oxidy nebo hydroxidy
kovt II. skupiny (mangan, zinek, olovo). V soucasné dob¢ se této reakce pouziva k vyrobé
mastnych kyselin. Monoacylglyceroly jsou vedlejSimi produkty, proto je nutné je ze smési

izolovat [30].

Dalsi moznou vyrobou MAG je enzymaticka hydrolyza za casti lipaz. Vyhodou této reak-
ce je, ze probihé za pokojové teploty a je Setrnd k Zivotnimu prostfedi. Nevyhodou je pro-
blém s vybérem vhodného enzymu, jehoz volba zavisi na typu acylu. Dalsi nevyhodou je
relativné nizka vytéZnost a pomérné€ dlouha doba (1 — 2 dny), striktni dodrZzovani reak¢nich
podminek (teploty, obsahu vody, poméru reaktantll) a jejich vysoka cena. Z diivodu vyso-
kych nakladii na enzymy se enzymaticka hydrolyza vyuziva pouze pro specifické aplikace,

zejména pro syntézu 2-monoacylgylcerold [29, 30].

2.3.3 Esterifikace vy$Sich mastnych kyselin s glycerolem

Opakem hydrolyzy je esterifikace. Jde o iontovou reakci, kterd je katalyzovana vodiko-
vymi nebo hydroxylovymi ionty [36]. Reakéni rychlost zavisi na struktute alkoholu a roz-
veétveni MK. S rostouci molekulovou hmotnosti tato rychlost klesa. Pii této reakci se nej-
prve vytvoii MAG, z nichz dalsi reakci vznikaji DAG az TAG. Reakce mtze byt urychle-
na pritomnosti kyselych nebo zésaditych katalyzatort. Z alkalickych katalyzatort se nej-
Castéji pouzivaji alkalické kovy, hydroxidy nebo alkoholaty. Z kyselych katalyzatorii se
nejcastéji pouziva kyselina sirova, fosfore¢na, rizné sulfonové kyseliny nebo fluorid bority

[29, 30, 37, 38].
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2.3.4 Nukleofilni adice mastné kyseliny na oxiran-2yl-metanol

Mezi nejnovejsi zptisoby syntézy MAG patii otevieni epoxidového kruhu glycidolu s na-
slednou nukleofilni adici MK. Jako katalyzatory jsou vyuZzivany terciarni aminy, amoniové
soli a komplexy tranzitnich kovil (titan, kobalt, chrom, zirkon) a lanthanoidl (samarium,

yrium, europium) [39, 40, 41].

Mezi nejvétsi vyhody tohoto zplsobu vyroby MAG patti univerzalnost reakce, snadna
ptiprava katalyzatoru, vysoka konverze (95 % a vice), rychlost reakce (probiha v 90 minu-
tach), nizka reakcni teplota (90 °C) a zadné vedlejsi reakéni produkty. Nevyhodou je, Ze
vysledny produkt obsahuje také jisté mnozstvi nezadoucich rezidui katalyzatoru a jedova-
ty glycidol. Proto se musi pro potravinarské a farmaceutické ucely tyto produkty cistit [29,

42, 43].

2.4 Primyslové vyuziti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly jsou v poslednich letech studovany z hlediska pfipravy, vlastnosti a
aplikaci. MAG maji Siroké vyuziti v primyslu potravinarském, kosmetickém a farmaceu-
tickém, dale plastikafském a textilnim a v nemalé mife jsou vyuzivany také pro vyrobu

krmiv [29].

2.4.1 Monoacylglyceroly v potravinarstvi

Estery MAG a DAG s octovou kyselinou se pouzivaji jako latky, které zamezuji krystali-
zaci tukd, estery s jantarovou kyselinou jako kondicionéry mouky, estery s citronovou ky-
selinou pfevazné jako emulgatory, rozpoustédla antioxidanti a ndhrada tuku v nékterych

potravinach [44].

MAG nenasycenych mastnych kyselin jsou velmi dobrymi surfaktanty pfi vyrobé margari-
nd s vy$Sim obsahem vodné faze [25]. Déle jsou vyuzivany pii vyrobé peciva, zmrzlin,
Slehanych krémt, tavenych syrti nebo kondenzovaného mléka. V posledni dob¢ jsou také

vyuzivany pii vyrob¢ nizkotu¢nych vyrobki a instantnich pokrmti [45].

Siroké vyuziti nachizeji MAG také v mlynsko-pekarenském priimyslu. MAG zlepsuji reo-
logické vlastnosti vSech vyrobkl obsahujicich amyléozu. MAG vysSich mastnych kyselin
(laurové, myristové, palmitové a stearové) tvoii s amylozou, kterd je ve Skrobu obsazena

komplexy. Na rozdil od samotné amyldzy jsou tyto komplexy ve vodé nerozpustné a maji
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priznivy Uc€inek na starnuti peciva. MAG maji také velky vliv na zlepSeni pekaiské vlast-
nosti mouky. Dale zlepSuji fermentacni stabilitu tést, to znamend, ze po vykynuti je tésto
odoln¢jsi proti kolapsu zptisobeném mechanickym zasahem [25, 30, 46]. Pii vyrobé dehyd-
ratované bramborové kase zlepsuje pridavek MAG jakost hotové kase, dava ji spravnou
strukturu a potlacuje jeji lepivost, kterou mize zpusobovat amyléza uvolnéna

z rozrusenych skrobovych zrn [30].

V cukrovinkaiském primyslu jsou MAG schopny snizovat lepivost produktii, zvétSovat
jejich objem a zvySovat stabilitu vytvotené struktury. Pouzivaji se pro zlepseni konzistence
zvykacek a k omezeni lepivosti karamelovych bonbonti. Dale se MAG na bazi kyseliny
palmitové a stearové v poméru 30:70 pridavaji do ¢okolad a polev, jelikoz zabranuji vy-

vstavani tuku na povrch [30, 47].

Také v mlékarenském primyslu nachézeji MAG své uplatnéni. Béhem studie emulgatort
pii vyrob¢ tavenych syrt [71] bylo zjiSténo, Ze monoacylgylceroly s niz§im poctem uhliki
v esterové vazané mastné kyselin€ (MAG Cg.p monokaprylin a MAG Cj¢.p monokaprin)
zvy$i tuhost a snizi roztiratelnost tavenych syrt méné nez monoacylglyceroly, které obsa-
huji delsi fetézec mastné kyseliny (MAG Cj;,0 monolaurin a MAG Cjs,9 monopalmitin).
Také pti vyrobé mrazenych krémt se vyuziva monoacylglycerolovych emulgatorti. Usnad-
nuji zaSlehani vzduchu, zjemnuji a zpevilyji strukturu. V kone¢ném vyrobku MAG zajistu-
ji dispergaci tukovych castecek a brani nadmérné aglomeraci a naslednému rozpadu dis-

perze [30, 59].

V masném primyslu jsou vyuzivany estery MAG s kyselinou citronovou a s kyselinou
mlécnou. Mimo emulgacnich schopnosti, také zvysuji vaznost jednotlivych vyrobki, ¢ehoz
je vyuzivano napt. pii vyrobé salamill. Dale jsou MAG s kyselinou citronovou aplikovany
nastiikem na driibez, maso, ¢erstvé ovoce a zeleninu, kde pomahaji udrzovat vlhkost [25,

29].

2.4.2 Monoacylgylceroly v kosmetickém primyslu

V kosmetickém primyslu se vyuzivaji MAG obsahujici nasycené mastné kyseliny. Jsou
vyuzivany predevsim pro svou stabilitu, chemickou netecnost v pfitomnosti bioaktivnich
latek, pro dobrou snaSenlivost pokozkou a sliznici, pro schopnost penetrace a také proto, ze
jsou to latky bezbarvé a stabilni viici oxidaci. Dale maji dobré zmékcujici a emulgacni

vlastnosti. Uplatiiuji se také v prostfedcich proti poceni, kdy se monolaurin ptidava do
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deodorantii spolecné s jeho diacetatem jako omezova¢ poceni. Pfidavek MAG do mydel

zase zvysuje odolnost proti jejich popraskani [29, 48, 49].

2.4.3 Monoacylglyceroly ve farmaceutickém priamyslu

Ve farmacii se MAG uplatiiuji jako soucésti transportnich gelli farmak do organismu a pro
upravu rozpustnosti lékovych forem. V zéavislosti na koncentraci mohou stimulovat nebo
inhibovat rist mikroorganizma. Vyuzivaji se pfedevSim MAG obsahujici nenasycené
mastné kyseliny, nejcastéji kyselinu olejovou a linolenovou, nebo mastné kyseliny obsahu-
jici sttedné dlouhy uhlikaty fetézec (8 — 10 uhlikl), které zlepSuji resorpci 1é€iv ve tkdnich

[29, 50, 51, 52].

Farmaceutické preparaty s obsahem mikrobicidnich lipidi jsou vyuzivany k 1€¢bé diagnos-
tikovanych slizni¢nich a koznich infekci a déle jsou také testovany jako ptipravky zabranu-

jici ptenos patogennich mikroorganizmi na sliznicich [53, 54].

2.4.4 Monoacylglyceroly v textilnim, obuvnickém a plastikaifském pramyslu

V textilnim primyslu jsou MAG vyuzZivany pfedev§im pro jejich antistatické Gc€inky pte-
devsim pii vyrob¢ polyolefinovych vldken a pro zvyseni odolnosti vii¢i vodé. Zaroven se
zlepSuje také jejich barevna stdlost. V obuvnickém priamyslu se MAG mohou vyuzivat
jako antimikrobni prostfedky slouzici k upravé stélkovych a podsivkovych materiald. Pii
vyrob¢ a zpracovani plastd se MAG piidavaji pro zlepSeni antistatickych a lubrika¢nich

vlastnosti a dale se uplatnuji jako zmékcovadla [55, 56, 57].

2.5 Antimikrobialni pisobeni monoacylglycerolii

Problematika idrZnosti potravin a potravinovych surovin je v soucasné¢ dobé v poptedi
z4jmu. Pomoci intenzivniho vyzkumu je snahou hledat neustale nové prostfedky, které by
napomohly k potlaceni ristu neZddoucich mikroorganizmi v potravinach. Jsou vyhledava-
ny latky, které by mohly inhibi¢né pisobit na mikroorganizmy. Ptikladem takovych latek
jsou monoacylglyceroly. MAG ptisobi proti riistu a mnoZzeni nékterych nezadoucich bakte-
rii. Toho je vyuZzivano nejen v potravinaiském pramyslu, ale také ve farmacii a mediciné

[60].
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Inhibi¢ni Gu¢inky MAG souvisi s vlastnostmi bakteridlni bunécné stény, na kterou ptsobi.
Grampozitivni bakterie (G") jsou vii¢i MAG vice senzitivni, neZ gramnegativni bakterie
(G). Davodem je, ze gramnegativni bakterie maji tzv. vnéj$§i membranu bohatou na lipopo-
lysacharidy, kterd je chrani proti u¢inkiim povrchové aktivnich latek. Antimikrobidlni akti-
vita MAG a mastnych kyselin z&visi na po¢tu atomu uhliku a na pfitomnosti dvojnych va-
zeb v fetézci mastnych kyselin. Tyto latky mohou inhibovat rist vegetativnich forem pato-

gennich 1 sporulujicich bakterii, vir nebo kvasinek [62, 66, 67].

Ackoliv piesny mechanismus inhibi¢niho ptisobeni MAG neni dosud ptfesné prozkouman,
navrzend teorie piedpoklada, Ze pusobi prostiednictvim svych mastnych kyselin. Mastné
kyseliny a jejich estery maji, na rozdil od antibiotik, n€kolik nespecifickych mechanismii
pusobeni. Primarnim cilem jejich ataku je cytoplazmatickd membrana bunék. Zaclenénim
do struktury membrany zplsobuji deformace bunééné membrany, ¢imz porusuji jeji vlast-
nosti polopropustné bariéry. Dalsi z hypotéz se opird o prinik mastnych kyselin s kratkym
a sttedn¢ dlouhym fetézcem do bakteridlnich bun€k v nedisociované formé a jejich disoci-
aci ve vnitinim prostiedi, coz nasledné zptisobi okyseleni buné¢ného obsahu. SniZeni vnit-
robunécného pH tak miize vést k inaktivaci intraceluldrnich enzymu. Bylo zjisténo, ze pu-
sobenim teploty, kyselin nebo chelatacnich ¢inidel miize byt inhibi¢ni aktivita MAG zvy-

Sena [60 - 65].

Inhibi¢nim piisobenim MAG se zabyva studie [62], kde Bergsson a kol. studovali inhibi¢ni
ucinky nasycenych a nenasycenych MK a jejich monoacylglycerolli na grampozitivni a
gramnegativni bakterie. Vysledkem studia vlivu téchto latek na stafylokoky a streptokoky
skupiny A a B bylo zjisténi, ze MAG a mastné kyseliny inhibuji také sporulujici bakterie.
Testované grampozitivni bakterie byly citlivé nejvice k monoacylglycerolim obsahujicim
v fetézci nasycené mastné kyseliny s 10 az 14 uhliky. Nejlepsi u¢inky vi¢i G™ bakteriim
vykazovala z nasycenych kyselin kyselina laurova (C,.9), z mononenasycenych mastnych
lyselin kyselina palmitololejova (Ci¢.1) a z polynenasycenych mastnych kyselin kyselina
linolenova (Cis.2). Nejvetsi inhibicni Gcinky byly zjistény u monoacylglycerolu kyseliny
laurové [62, 68].

Béhem studia inhibi¢ni aktivity MAG na gramnegativni bakterie [62], bylo zjiSténo, Ze
MAG vykazuji velmi malou nebo zaddnou inhibiéni aktivitu. Pouzit¢ MAG pusobily pouze

v nejvyssich aplikovanych koncentracich (1500 mg/1) na testované gramnegativni bakterie.
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Mastné kyseliny, s vyjimkou kyselin s velmi kratkym fetézcem (6 uhliki a méné), vykazo-

valy rovnéz nizkou aktivitu vii¢i gramnegativnim bakteriim [60, 62].

V publikaci [73] bylo testovano ptisobeni MAG kyseliny kaprinové a laurové na kvasinky
a plisné. U MAG kyseliny kaprinové byla inhibéni aktivita vic¢i témto mikroorganizmim
pozorovana, avsak k MAG kyseliny laurové byly vSechny testované mikroorganizmy re-

zistentni [68].

Krom¢ inhibi¢ni aktivity MAG a mastnych kyselin na bakterie, kvasinky a plisn¢ bylo
prokazano také jejich antivirové pusobeni. Publikované studie prokéazaly, ze nasycené
mastné kyseliny se stfedné¢ dlouhym fetézcem inaktivuji obalené viry a nasycené MK
s dlouhym fetézcem maji taktéz inhibi¢ni ucinky na viry, pficemz se zvySujicim se poctem
dvojnych vazeb jejich inhibi¢ni aktivita stoupa. U monoacylglycerola byly zjistény antivi-

rové ucinky v koncentracich 5 — 10 krat nizSich nez u pfislusnych MK [62, 68].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A PRISTROJE

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly (MAG) byly vyrobeny adici pfisluSné mastné kyseliny na glycidol za
katalytického plisobeni chromitych iontii (chromium III acetat hydroxid) dle postupu pub-
likovaného v praci [42]. Vyroba prob&hla na pracoviti Fakulty technologické, UTTTK a
deklarovana Cistota pfipravenych MAG byla p.a. [42].

Pro préci byly vybrany nasledujici MAG:

- Monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG Cjo.o)

- Monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG Ci2.9)

- Monoacylglycerol kyseliny undekanové (MAG Ci.9)
- Monoacylglycerol kyseliny undecenové (MAG Ciy.1)

- Monoacylglycerol kyseliny myristové (MAG Ci4.)

Kosurfaktanty
- Etanol absolutni (C,H¢O), Penta — Chrudim
- Propanol (propan-1-ol) (C3HsO), Ing. Petr Lukes - Uhersky Brod
- Butanol (terc-butylalkohol) (C4H,(00), Ing. Petr Lukes - Uhersky Brod

- Pentanol (n-amylalkohol) (CsH;,0), Ing. Petr Lukes - Uhersky Brod

Surfaktant

- Tween 80 (sorbitan monooleat), neionicky surfaktant, HLB 15, Sigma-Aldrich
Masopeptonovy bujon (MPB)

- NaCl (HiMedia)

- BE - beef extract (HiMedia)

- Pepton (Lach-Ner)
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3.2 Pouzité mikroorganismy

Pro stanoveni antimikrobni aktivity pfipravenych monocylglycerolii byly pouzity nasledu-

jici bakterie, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmti (CCM).

- Bacillus cereus CCM 2010

- Bacillus subtilis subsp. subtilis CCM 2216

- Citrobacter freundii CCM 7187

- Enterococcus faecalis CCM 4224

- Escherichia coli CCM 3954

- Micrococcus luteus CCM 732

- Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

- Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
- Seratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

- Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Vsechny pouZzivané bakterialni kmeny byly uchovévany na masopeptonovém agaru (MPA)

na Petriho miskach pfi teploté 4 + 2 °C.

3.3 Pouzité pristroje, zarizeni a pomiicky

Digitalni vahy OHAUS, Svycarsko

- Vortex (Heidolph REAX top), Némecko

- Biohazard box EUROFLOW (Clean Air), Holandsko

- Mikroskop - OLYMPUS C x 41, Japonsko

- Pocitac¢ s programem - Quick PHOTO PRO 2.0

- Fotoaparat — OLYMPUS, Japonsko

- Zetasizer nano SZ (Malvern Instruments, Ltd.), Velka Britanie

- Microplate reader Benchmark (Bio-Rad)
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- Autoklav Varioklav H+P, Némecko

- Biologicky termostat BT 120, Ceské republika

- Automatické mikropipety Biohit (100 — 1000 ul) a Nichipet ex (0,5 — 10 pl)

- Laboratorni sklo (kadinky, byrety, pipety, zkumavky)

- Laboratorni plasty (Spi¢ky pro automatické mikropipety, mikrotitra¢ni desticky,
ockovaci klicky, zkumavky, stiikacky)

- Stiikackové filtry o velikosti pért 0,22 pm (Millipore -Velka Britanie)

- Ostatni bézné laboratorni pomucky a vybaveni

3.4 Dekontaminace pouzitého materialu

Veskery material, ktery byl pii experimentu pouzivan (sklo, plasty, mikrotitra¢ni desticky,
kultivacni médium, Spicky, aj.) byl dekontaminovéan v autoklavu pii 132 °C po dobu 20

minut.

3.5 Metodika

3.5.1 Priprava mikroemulzi

Pro diplomovou préaci byly pfipravovany mikroemulze obsahujici monoacylglyceroly a
alkoholy (kosurfaktanty) uvedené v ¢asti 3.1 této prace. Jako surfaktant byl pouzit
Tween 80 (HLB 15), ktery je vhodny pro systémy tvofici emulze olej ve vodé O/V. Pro to,
aby mohlo byt ur¢eno vhodné slozeni mikroemulzi pro sledovani jejich antimikrobni akti-
vity, byly nejprve sestrojeny fazové digramy tiislozkového systému voda-olej-surfaktant,
kde olejovou fazi tvotil vzdy ptisluSny MAG rozpustény v alkoholu. Monoacylglycerol a
alkohol byly pfipraveny v poméru 1:2 (w/w). Nejdiive bylo navdzeno 5 g monoacylglyce-
rolu a 10 g alkoholu. N¢které monoacylglyceroly byly hlife rozpustné, proto byly pfi roz-
pousténi zahtivany ve vodni ldzni a nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu. Z takto pfi-
pravené smési monoacylglycerou s alkoholem bylo navazeno 9 vzorkl a ke kazdému ze
vzorkl byl pfidan surfaktant tak, aby pomér monoacylglycerol v alkoholu ku surfaktantu
¢inil 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1. Navazky jsou uvedeny v Tabulce 3. Nasledn¢
byla smés promichéana na tfepacce tak, aby vnikl homogenni roztok. K tomuto roztoku byla

pomoci byrety ptfiddvana po kapkach destilovand voda do doby, nez se roztok zakalil. Po
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kazdém ptidavku byla provedena dikladnd homogenizace (vortex). Timto zpisobem byly
studovany systémy se sloZzenim olejové faze uvedeném v Tabulce 2. Titrace byla provade-

na pii laboratorni teplot¢.

Tabulka 2. Slozeni olejové faze pro konstrukci fazovych diagramii

MAG kosurfaktant

etanol
propanol
butanol
pentanol
etanol
propanol
butanol
pentanol
etanol
propanol
butanol
pentanol

MAG Cio.

MAG Ciz

MAG Ci40

Tabulka 3. Teoreticka vypoctena mnozstvi slozek pouzitych pro pripravu mikroemulzi

Pomér
Vzorek (MAG/alkohol: MAG + al- Tween 80

Tween 80) kohol [g] [g]
1 1:9 0.25 2.25
2 2:8 0.50 2.00
3 3:7 0.75 1.75
4 4:6 1.00 1.50
5 5:5 1.25 1.25
6 6:4 1.50 1.00
7 7:3 1.75 0.75
8 8:2 2.00 0.50
9 9:1 2.25 0.25

3.5.2 Grafické znazornéni soustav o tirech slozkach

Slozeni soustav o tfech sloZkdch byva Casto znazornéno v tzv. trojuhelnikovych diagra-
mech, které vyuzivaji toho, Ze jen dva ze tfi koncentra¢nich udaji (molarni nebo hmot-
nostni procenta) jsou nezavisle proménné a mohou byt vynaSeny na dvé osy, které sviraji

tihel 90° nebo 60° [58].
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Na strany pravouhlého nebo rovnostranného trojuhelniku jsou vynaSena procenta slozek
tak, Ze jejich hodnoty vzrlstaji smérem k vrcholiim. Tyto vrcholy pfedstavuji Cisté slozky.
Strany trojuhelniku znazoriuji slozeni bindrnich soustav. Body uvnitf trojuhelniku udavaji

sloZeni ttislozkové soustavy [58].

Studované mikroemulze jsou tvoieny kapalnymi fazemi o tiech omezené misitelnych sloz-
kach (MAG v alkoholu, Tween 80, voda). Byly sestrojeny fazové diagramy, které jsou
rozdéleny binodalni kiivkou na dvé oblasti — homogenni, jednofazovou, ve které byla pii-

tomna mikroemulze a heterogenni, vizualng zakalenou, ktera predstavovala béznou emulzi.

Féazové diagramy byly vytvoreny pomoci pocitacového programu OrginPro8.

3.5.2.1 Vypocet sloZeni mikroemulzi/emulzi pro konstrukci fazovych diagramii

Slozeni mikroemulzi/emulzi pro konstrukci fazovych diagraml bylo vypocitano podle

vztahu (1) — (4):

W,=. m, (1)

Wg= ., M8 )

We= Mo 3)

Wi+ Wg+ We=1 (4)
Kde W4, Wga W¢ jsou hmotnostni zlomky jednotlivych slozek mikroemulze,
m4 = hmotnost MAGu s alkoholem

mp = hmotnost Tweenu 80

mc = hmotnost destilované vody
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3.5.3 Charakterizace mikroemulzi

Ptipravené mikroemulze a emulze byly hodnoceny vizudln€, mikroskopicky (emulze) a
byla méfena velikost jejich castic pomoci fotonové korelac¢ni spektroskopie na pfistroji

Zeta Nano SZ (mikroemulze).

3.5.3.1 Mikroskopie

Emulze, které byly pfipraveny pro konstrukci fazovych diagramti, a velikost jejichz ¢astic
byla dostatecnd, byly pozorovany mikroskopicky béznym laboratornim mikroskopem
znacky OLYMPUS Cx41 vybavenym fotoaparditem OLYMPUS, ktery byl propojen
s pocitacem. Pomoci programu Quick PHOTO PRO 2.0 byly ziskany fotografické zazna-
my. Pfed vlastnim métfenim byla vzdy kazda emulze nejprve protiepana. Poté bylo na pod-
loZni sklicko naneseno plastovou Pasteuerovou pipetou malé mnozstvi vzorku emulze ze
zkumavky. Nésledné bylo na podlozni sklo se vzorkem emulze ptilozeno kryci sklicko, na
které byl nanesen imerzni (cedrovy) olej. Vzorek byl mikroskopovan za pouziti imerzniho
objektivu (zvétSeni 10 x 100). Emulze byla mikroskopovana ihned po vyrob¢ a soucasné

byly zhotoveny pfislusné fotografie.

3.5.3.2 Méreni velikosti ¢astic na pristroji Zeta Nano SZ

Velikosti ¢astic mikroemulzi byla stanovena fotonovou korelacni spektroskopii. Pro méte-
ni velikosti ¢astic byl zvolen nasledujici postup. Do kyvety byl pomoci automatické pipety
nadavkovan 1 ml vzorku nefedéné mikroemulze. Pfed kazdym dévkovanim byla vzdy mik-
roemulze manudlnim protfepanim homogenizovana. Kyveta byla zakryta vickem, které
zajistilo teplotni stabilitu vzorku a byla vloZena do pfistroje. Métfeni bylo provadéno pii
teploté 25 °C a byly pouzity nasledujici vstupni udaje potiebné pro vypocet velikosti ¢as-
tic: viskozita disperzniho média 0.887 cP, index lomu disperzniho média 1.33 a index lo-
mu dispergovaného podilu 1.41. Vyhodnoceni méfeni bylo provadéno pfimo pfistrojem

Zeta Nano ZS.

Pro kazdou emulzi, bylo méfeni velikosti Castic provadéno pied filtraci a po filtraci pies

0.22 pm filtr.
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3.5.3.3 Kontrola priistroje Zeta Nano SZ

Presnost méfeni velikosti Castic byla ovéfena pomoci analyzy suspenze monodisperzniho
standardu polystyrénového latexu o nominalnim priméru ¢éastic 60 nm. K tomuto ucelu byl
jako dispersni médium pouzit roztok NaCl o koncentraci 9 mg/ml, ktery byl zbaven pra-
chovych ¢astic dvojnasobnou filtraci pfes 0.22 pum filtr. Pro méfeni byl pouzit 1 ml roztoku
NaCl a 5 pl standardu. Vysledky analyzy prokazaly, Ze ziskané hodnoty velikosti ¢astic
polystyrénového latexu lezely v intervalu 59+2.1 nm, udavaném pro tuto nominalni veli-

kost standardu dodavatelem.

3.5.4 Mikrobiologické vlastnosti mikroemulzi

Dalsi cast diplomové prace se zabyva mikrobiologickymi vlastnostmi mikroemulzi mono-
acylglycerolli. Nejdiive bylo nutné pfipravit vhodnou mikroemulzi s dostatecnou stabili-
tou, dale vybrat vhodné kultivacni médium a v neposledni fadé zvolit mikroorganizmy, na

nichZ bude antimikrobni u¢innost mikroemulzi testovana.

3.5.4.1 Priprava mikroemulzi pro mikrobiologickou analyzu

Mikroemulze byly pfipraveny dle nasledujiciho postupu. Do odmérné banky byl pfipraven
1 mol roztok ptislusného monoacylglycerolu v alkoholu. Nasledné¢ bylo odméteno 250 pl
tohoto zasobniho roztoku do plastové zkumavky a k tomu bylo pfidano 2.25 g surfaktantu
(Tweenu 80), 20 ml destilované vody a vSe bylo protfepano za vzniku homogenni mikro-
emulze. Takto byly pfipraveny mikroemulze obsahujici MAG C.9, MAG C;1.0, MAG
Ci1:1, MAG Ciz0, MAG Ci4, kde kosurfaktant tvofil vzdy bud’ etanol nebo butanol.
K vlastnimu testovani antimikrobni ucinnosti byly z divodu limitované¢ho Casu pouzity
pouze mikroemulze s etanolem. Koncentrace monoacylglycerol v mikroemulzich pro

antimikrobni zkousky jsou uvedeny v Tabulce 4.

Takto pfipravené mikroemulze byly sterilné ptefiltrovany pies stiikackovy filtr s velikosti

pora 0.22 um pro odstranéni potencialni mikrobiologické kontaminace.
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Tabulka 4. Koncentrace MAG v mikroemulzi

MAG Koncentrace MAG v mikroemulzi [mg/l]

v mikroemulzi Vychozi emulze 1:1% 1:27 1:3% 1:7%
MAG Cioq 3070 1535 768 384 96
MAG Ci 3055 1528 764 382 95
MAG Cyp4 3225 1613 806 403 101
MAG Ciyy 3425 1713 856 428 107
MAG Ciay 3790 1895 948 474 118

a) fedéni mikroemulzi masopeptonovym bujénem (mikroemulze:MPB)

Pfipravena byla také mikroemulze tzv. slepého pokusu, kterd neobsahovala monoacylgly-

cerol, ale pouze 250 pul alkoholu, 2.25 g surfaktantu a 20 ml vody.

3.5.5 Kultivaéni médium - Masopeptonovy bujon (MPB)

Pro ptipravu inokula bun€k pro vlastni experimenty byl pouzit masopeptonovy bujon

(MPB) ve sloZeni:

- NaCl 12¢g
- BE (beef extract) 1.2 ¢
- Pepton 20¢g

Deionizovana voda 400 ml

Ptipraveny bujon byl nasledné sterilizovan v autoklavu pii 132 °C po dobu 20 minut.

3.5.6 Priprava bakterialni suspenze

Bakteridlni suspenze byly pfipraveny zaockovanim a naslednou kultivaci ptislusnych péti
grampozitivnich a péti gramnegativnich bakterii v 5 ml MPB ve zkumavkéch. Inokulum
pochazelo z bakteridlnich kultur uchovavanych na Petriho miskéch. Kultivace bakterii v

tekutém médiu probihala v termostatu pii 30 °C po dobu 24 hodin.
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3.6 Sledovani uc¢inku monoacylglyceroli v mikroemulzich na vy-

brané potravinarsky vyznamné bakterie

Mikroemulze byly v pfislusném mnozstvi pfimo davkovany do zkumavek s odpovidajicim
mnozstvim sterilntho MPB do celkového objemu 4 ml a to v poméru (1:1, 1:3, 1:7, 1:15 a
1:31). Blizsi popis objemil fedéni je uveden v Tabulce 5. Takto pfipravena kultivaéni mé-
dia s riznou koncentraci monoacylgylcerolll (koncentrace jsou zaznamenany v Tabulce 4)
byla pipetovana v mnozstvi 200 pl do jamek mikrotitra¢ni desticky a zaockovana 5 pl sus-
penze bakterii. Desticka byla ptichystana tak, ze byly vedle sebe umistény dvé stejné kon-
centrace pro jednu bakteridlni suspenzi. To umoznilo, aby kazdd hodnota byla méiena
dvakrat. Stejné tak byla provedena i pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola
slouzil ¢isty MPB, ve kterém nebyly mikroemulze obsahujici MAG. Tento Cisty MPB byl
pouze zaockovan bakteridlni suspenzi a nepiedpokladal se u n¢j zadny inhibi¢ni €inek na
rust bakterii. Negativni kontrola byla tvofena pouze ptfipravenym MPB s mikroemulzemi
obsahujicimi MAG, avSak bez bakteridlni suspenze. Zde nebyl ocekavan zadny rist bakte-
rii. Testované bakterie byly kultivovany pii laboratorni teploté po dobu 24 hodin, piic¢emz
byla ve 30-ti minutovych intervalech métena hodnota optické hustoty pii 655 nm (ODgss).
Pted kazdym méfenim byly vzorky 20 sekund protfepany. Pro kazdou koncentraci mikro-
emulze byl rist sledovan minimalné ve dvou jamkéach mikrotitracni desticky.

Meéieni zakalu suspenze probihalo na piistroji Microplate reader Benchmark (Bio-Rad) a
méftici ptistroj byl fizen softwarem Microplate Manager (Bio-Rad). Z namétenych udaji
byly vypocitany praméry hodnot a byly sestrojeny rastové kiivky. Rozdily v ristu bakterii
v Cistém médiu a v médiu s piisluSnou koncentraci mikroemulze byly hodnoceny jako in-

dex rustu (IR) po 15 hodinach kultivace. Index ristu byl vypocitan podle vztahu (5 ) [98]:

IR (%)= (OD 655 = ID nk) 100 (5)
OD rx

Kde je

IR......... index rlstu

ODess.......hodnota zakalu suspenze testované kultury v médiu s ptisluSnou koncentraci mik-
roemulze
ODnk......hodnota zdkalu negativni kontroly pro pfislusnou koncentraci mikroemulze

ODpk......hodnota zakalu pozitivni kontroly
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Tabulka 5. Pomér mnozstvi mikroemulze (ME) ku bujonu (MPB) pro mikrobiologickou

analyzu

Pomér ME:MPB

MnozZstvi mikroemulze [ml]

MnoZstvi bujonu [ml]

slepy pokus 1:1 2.0 2.0

slepy pokus 1:3 1.0 3.0

mikroemulze 1:1 2.0 2.0

mikroemulze 1:3 1.0 3.0

mikroemulze 1:7 0.5 35
mikroemulze 1:15 0.25 3.75
mikroemulze 1:31 0.125 3.875
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Fazové diagramy - grafické znazornéni soustav o tiech slozkach

Chovani mikroemulzi sledovanych MAG bylo studovano pomoci fazovych diagrami.
Mikroemulze byly pfipraveny miSenim tfech omezené misitelnych slozek: oleje (roztok
MAG v alkoholu), surfaktantu (Tween 80) a vody. Volba Tweenu 80 jako surfaktantu byla
motivovana jeho bezpecnosti a béznym pouzivanim jako aditiva a emulgétoru v potravi-
nafském prumyslu. Jako kosurfaktanty, byly vybrany alkoholy etanol, 1-propanol, 1-
butanol a pentanol a z monoacylglycerolii byly pouzity MAG Cig.0, MAG Ci29 a MAG
Ci4:0. Pomoci postupu popsané¢ho v ¢asti 3.5.1 diplomové prace byly sestrojeny fazové
diagramy (Obrazek 4), které jsou rozdéleny binodalni kiivkou na dvé oblasti — homogenni
(oznacena bile) a heterogenni (oznacena Sed¢€). Z trojuhelnikovych fazovych diagrami je
ptitomnost téchto dvou oblasti dobte patrna. Heterogenni oblast je charakteristicka omeze-
nou misitelnosti jednotlivych slozek a ptitomnosti bézné emulze. Pro oblast homogenni
(jednofazovou) je typické, ze jsou v ni slozZky neomezené misitelné a predstavuje vyskyt
mikroemulze. Vrcholy trojuhelniku ptfedstavuji €isté slozky. Strany trojuhelniku znézoriuji

slozeni binarnich soustav. Body uvnitf trojuhelniku udéavaji slozeni tislozkové soustavy.

Fazové diagramy tfisloZkového systému voda-olej-surfaktant jsou uvedeny na Obrazku 4
a) az 4 d), kde je predstaven systém,ve kterém byla olejova faze tvofena roztokem MAG
Cio:0 v alkoholu, kterym je v ptipad€ 4 a) etanol, 4 b) propanol, 4 c) butanol a 4 d) penta-
nol. Dalsi slozku tvofil surfaktant (Tween 80) a tfeti slozkou byla voda. Fazové diagramy
pro dalsi studované systémy s MAG Cjz.0 a MAG Cj4 jsou shrnuty v ptiloze PI na Ob-
razcich 13 - 22.
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000, MAG G10:0+stanol 000, MAG C10:0+propanol
voda 100 0.(Tween 80 voda 100 0,0 Tween 80
0,0 03 06 09
a) b)
0,00, MAG C10:0+butanol 0,00, MAG C10:0+pentanol
06
0,3
0.0 Tween 80 0,0 Tween 80
09

d)

Obrazek 4. Fazoveé diagramy trislozkového systému voda-olej-surfaktant,kde je
olejova faze tvorena a) MAG Cjg.gtetanol, b), MAG Cy.g+propanol, c) MAG
Cro:otbutanol d) MAG Cjy.p+pentanol
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4.1.1 Vliv typu alkoholu na fazové chovani mikroemulzi

Féazové diagramy, kde olejovou fazi tvotily MAG Cj. s etanolem, propanolem, butanolem
a pentanolem jasné ukazovaly rozdily ve velikostech homogenni a heterogenni fazové ob-
lasti v zavislosti na pouzitém kosurfaktantu. Obrazek 4 a) az d), kde jsou tyto fazové dia-
gramy srovnany jasné ukazuje, Ze nejvétsi oblast omezené misitelnosti, tedy heterogenni
oblast (Sed¢ oznacend), byla pozorovana v piipadé, kdy kosurfaktatem byl pentanol. Pro
systémy, kde byly kosurfaktanty etanol, butanol a propanol je charakteristické zmenSeni
oblasti omezené misitelnosti ve srovnani s pentanolem, kde oblast omezené misitelnosti
zaujimala v trojuhelnikovém diagramu vétsi plochu neZ oblast misitelnosti neomezené. Z
fazovych diagrami je patrné, Ze se oblast omezené misitelnosti pro dany MAG zvétSuje se
vzrustajici délkou fetézce pouzitého alkoholu. Vyjimku z tohoto trendu tvoii propanol, v
jehoz pfitomnosti byla oblast omezené misitelnosti nejmensi. Toto zajimavé zjisténi je
v souladu s vysledky studii publikovanych v [74], kde bylo rovnéZz pozorovano, ze pouzi-
tim propanolu misto etanolu doSlo ke zmenSeni oblasti s omezenou misitelnosti. Obdobné
chovani lze pozorovat i u mikroemulzi tvofenych MAG Ci», s etanolem, propanolem, bu-

tanolem a pentanolem, které jsou uvedeny v ptiloze PI na Obréazcich 17 - 20.

Pro olejovou fazi MAG C4 s etanolem a butanolem plati, Ze v pfipad¢ pouziti etanolu
jako kosurfaktantu je oblast omezené misitelnosti mensi, nez v ptipad€, kdy byl pouzity
butanol jako kosurfaktant. Z divodu $patné rozpustnosti MAG C,4 v pentanolu a propa-
nolu nebylo mozné fazové diagramy s témito kosurfaktanty (pentanolem a propanolem)

sestrojit.

Fazové diagramy byly nasledné vyuzity pro stanoveni vhodného slozeni mikroemulzi

s obsahem monoacylglycerolt, které byly pouZity pfi testovani antimikrobnich vlastnosti.

4.2 Charakterizace mikroemulzi

Velikost ¢astic mikroemulzi byla stanovena fotonovou korelacni spektroskopii. Cilem to-
hoto méfeni bylo jednak stanovit velikost Castic dispergovaného podilu v mikroemulzi a
jednak ovéfit, ze se velikost Castic mikroemulze vyrazné neméni po filtraci pies filtr
s velikosti port 0.22 um, ktery byl pouzit pro jejich sterilni filtraci. Vysledky méfeni jsou
uvedeny v Tabulce 6. Z tabulky je zfejmé, ze velikost ¢astic MAG mikroemulzi lezela v
rozmezi 12 az 24 nm. Obdobna velikost, tedy 11 — 20 nm, byla zjisténa i pro mikroemulze

slepého pokusu, kde nebyly ptfitomny monoacylglyceroly. Filtrace mikroemulzi zménila
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jejich velikost jen nevyznamné a v téchto zménach nelze nalézt zadny systém. V nékterych
ptipadech totiz velikost ¢astic v emulzich po filtraci mirn€ vzrostla a u jinych mikroemulzi

naopak klesla. Tyto zmény je mozno piicist spiSe nepfesnosti v pouzité¢ metod¢ nez vyraz-

nymi zménami emulze.

Tabulka 6. Velikost castic studovanych mikroemulzi stanovend fotonovou korelacni

spektroskopii

SloZeni olejové faze mikroemulzi

Z-priumér velikosti ¢astic [nm]

nefiltrovany 14

Slepy pok tanol
epy pokus (etanol) filtrovany 15
, nefiltrovany 20
Slepy pokus (butanol) filtrovany 11
nefiltrovany 19

ot

MAG Cg, + etanol filtrovany 3
MAG C]o;o + butanol neﬁltTOVar’ly 12
filtrovany 19
MAG Cjj,+ etanol neﬁltrovar}y 13
filtrovany 15
MAG C;.9+ butanol neﬁltrovar,ly 21
filtrovany 19
nefiltrovany 14

MA g+ 1
G Criat etano filtrovany 12
MAG Cj;.1 + butanol neﬁltrovar}y 18
filtrovany 12
MAG Cy;.+ etanol neﬁltrovar,ly 2
filtrovany 13

fil y
MAG Ci30+ butanol | "orrovany 12
filtrovany 12
nefiltrovany 14
o0t
MAG Ci4, + etanol filtrovany 19
MAG Ca0+ butanol neﬁltroval?y Nestanoveno

filtrovany 14

Vizualni posouzeni ukézalo, Ze vSechny mikroemulze uréené pro mikrobiologickou analy-
zu byly transparentni. Emulze viditelné zakalené, které byly ptipraveny béhem konstrukce

fazovych diagrami pro zjisténi vhodného slozeni cilovych mikroemulzi byly mlécné, nebo

gelovité, v zavislosti na poméru jednotlivych slozek v emulzich.
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Soucastné s vizudlnim pozorovanim bylo u nehomogennich emulzi, které byly pfipraveny
pro konstrukci fazovych diagramt provedeno i mikroskopické pozorovani. Vybrané foto-

grafie emulzi, které tvofily gelovitou strukturu jsou zndzornény na Obrazcich 5 a) a b).

Obrazek 5. Fotografie emulzi pri zvétseni (10x100)

a) Slozeni: MAG C;,+ butanol, tween 80, voda

b) Slozeni: MAG C;,+ etanol, tween 80, voda

4.3 Vliv mikroemulzi 1-monoacylglycerolu na riist bakterii

Vramci diplomové prace byly testovany mikroemulze MAG kyseliny kaprinové -
MAG Cip.0, MAG kyseliny laurové - MAG Ciz.0, MAG kyseliny myristove - MAG Cia.,
MAG kyseliny undekanové - MAG C,;9 a MAG kyseliny undecenové - MAG C;;.;. Tyto
mikroemulze byly testovany v koncentracni fadé uvedené v Tabulce 4 a byly ziskany fe-
dénim masopeptonovym bujonem v poméru 1:1, 1:3, 1:7, 1:15, 1:31.

Vliv ptidavku MAG do mikroemulze byl testovan na péti grampozitivnich bakteriich (Ba-
cillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecelis, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus) a péti gramnegativnich bakteriich (Citrobacter freundii, Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella enterica, Serratia marcescens). Rust bakterii byl hodno-
cen v tekutém médiu jako zména optické hustoty suspenze bun¢k métend spektrofotomet-
ricky pfi 655 nm. Z namétenych udaju byly vypocitany prumérné hodnoty a byly sestroje-

ny rustové kiivky. Rozdily v riistu bakterii v ¢istém médiu a v médiu s pfislusnou koncent-
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raci mikroemulze byly hodnoceny jako index rastu (IR) za 15 hodin. VSechny riistové
ktivky jsou znazornény v ptilohovém materialu PII a PIII. Antimikrobni u¢inky jednotli-

vych MAG byly vyjadfeny jako index rustu a tyto vysledky byly graficky zpracovany.

4.3.1 Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové (MAG Cjg.9) v mikroemulzi na

rist grampozitivnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové na rist grampozitivnich bakterii byl testovan
v koncentracich 96, 192, 384, 768, 1535 mg/l MAG C,g,0. Nartst hodnoty indexu rastu
bakterii byl zaznamenan se snizujici se koncentraci testovaného MAG Cj.. Pfi nejvyssi
testované koncentraci 1535 mg/l je patrné, Ze rust zadnych grampozitivnich bakterii ne-

probiha. Inhibi¢ni G¢inek je u této koncentrace velky. MAG Cjp.0 méa nejvyssi inhibi¢ni

cvwr

cvwr

384 mg/l a 192 mg/l index ristu témét 120 %. Index rustu bakterii pfi sledovanych kon-

centracich MAG Cjg.je zndzornén na Obrazku 6.

160 -
140
120
1004
80
60
40 -
20

Index rustu [%]

96 192 384 768 1535
Koncentrace MAG C10:0 [mg/l]

O B. cereus OB. subtilis OE. faecalis O M. luteus B S. aureus

Obrazek 6. Vliv MAG Cjg.9 v mikroemulzi na riist grampozitivnich bakterii
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4.3.2 Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové (MAG Cj;.9) v mikroemulzi na

rist grampozitivnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rist grampozitivnich bakterii byl testovan
v koncentracich 1713, 856, 428, 214, 107 mg/l MAG C),, a vysledky ukazaly velmi uspo-
kojivy inhibi¢ni u€¢inek MAG Cjz. vici vSem testovanym grampozitivnim bakteriim. Jedi-
nou vyjimkou byla bakterie Staphylococcus aureus, kde byl zaznamenan rist pfi koncent-
racich MAG 428, 214 a 108 mg/l. Index rustu bakterii pii sledovanych koncentracich
MAG Cj;.je znazornén na Obrazku 7.

80 -
70 A

60 -

50 A

40 A

30 A

20 A

10 A H

o 1l . — m__

107 214 428 856

1713

Index ristu[%]

Koncentrace MAG C12:0 [mg/I]

O B. cereus O B. subtilis OE. faecalis O M. luteus B S. aureus

Obrazek 7. Vliv MAG Cy;.9 v mikroemulzi na riist grampozitivnich bakterii

4.3.3 Vliv monoacylglycerolu kyseliny myristové (MAG Ci4.9) v mikroemulzi

na rust grampozitivnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny myristové na rast grampozitivnich bakterii byl testovan
v koncentracich 118, 237, 474, 948, 1895 mg/l MAG C4y0. Pii vySSich koncentracich
MAG C4y je patrné, ze hodnota indexu rustu lezi okolo 20 %. Pfi nizSich koncentracich
MAG se hodnota indexu rlstu bakterii zvySuje aZ na 60 — 90 %, tedy klesa schopnost mik-
roemulze inhibovat rtst sledovanych bakterii. Nejvyssi inhibi¢ni u¢inek je zaznamenan
vuci bakterii Enefococcus faecalis pii koncentraci MAG 1895 mg/l a bakterii Bacillus
subtilis pti koncentraci 474 mg/l. Index rustu bakterii pii riznych koncentraci MAG Cj4.

je znazornén na Obrazku 8.
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100 -
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Koncentrace MAG C14:0 [mg/I]

Index ristu [%]

O B. cereus OB. subtilis OE. faecalis OM. luteus B S. aureus |

Obrazek 8. Vliv MAG Cj4.9 v mikroemulzi na riist grampozitivnich bakterii

4.3.4 Vliv monoacylglycerolu kyseliny undekanové (MAG Cj;.9) v mikroemulzi

na rust grampozitivnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny undekanové na rlst grampozitivnich bakterii byl testo-
van v koncentracich 95, 191, 382, 764, 1528 mg/l MAG C;.. Z hodnot indexu riistu je
patrné, ze nejvyssi inhibi¢ni uc¢inek ma MAG C,.0 na bakterii Bacillus cereus, jehoz rust
ucinek ma mikroemulze tohoto MAG na bakterie Enterococcus faecalis a Staphylococcus
aureus a to pii koncentracich 382, 191 a 95 mg/l. Rust bakterii pfi rGznych koncentraci

MAG Cj.9je zndzornén na Obrazku 9.

140 -

120 - —
= 100 -
- _
% 80 -
2
» 60 T
Q
E > J—H

Jﬂl -

0 T T T T |_._\
95 191 382 764 1528
Koncentace MAG C11:0 [mg/I]
O B. cereus O B. subtilis OE. faecalis O M. luteus B S. aureus |

Obrazek 9. Vliv MAG Cj ;.9 v mikroemulzi na riist grampozitivnich bakterii
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4.3.5 Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové (MAG Cjg.9) v mikroemulzi na

rist gramnegativnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové na riist gramnegativnich bakterii byl testovan,
obdobn¢ jako u grammpozitivnich bakterii, v koncentracich 96, 192, 384, 768, 1535 mg/I
MAG Cig. Z vypoctenych hodnot indexu rustu je patrné, ze i pii vysSich koncentracich
MAG C,.0 nedochazi ke kompletni inhibici ristu bakterii. Pouze u bakterie Pseudomonas
aeruginosa bylo inhibi¢ni pasobeni MAG C,g. patrné a pti koncentraci MAG 1535 mg/1
nebyl zaznamenan zadny rust této bakterie. Naopak u bakterie Salmonella enterica byly
hodnoty indexu rastu pii koncentracich 384, 192 a 96 mg/1 vyssi nez 100 %, coz je dokon-
ce zvyseni této hodnoty oproti kontrolnimu vzorku. Z toho je mozno usuzovat, ze piitom-
nost MAG kyselin s 10 uhliky v niz§ich koncentracich mtze rlst gramnegativnich bakterii
spisSe podporovat nez inhibovat. Se zvysenim hodnoty indexu rustu oproti kontrole pak
nasledn¢€ souvisi i zvySovani maximalni dosazené hodnoty rustu, pfipadné i dosazena ma-
ximalni rastova rychlost. Podobny stimula¢ni efekt nizkych koncentraci MAG a mastnych
kyselin byl jiz v literatufe popsan a autofi publikace [70] se domnivaji, Ze tento jev miize
byt zplisoben zvySenim permeability cytoplazmatické membrany s naslednym zrychlenim
vymeény latek a zivin mezi vnéjSim prostiedim a bakterialni bunikou. Riist gramnegativnich

bakterii pti riznych koncentraci MAG Cj.je zndzornén na obrazku 10.
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Koncentrace MAG C10:0 [mg/I]
OC. freundii OE.coli OP.aeruginosa 0O S. enterica M S. marcescens

Obrazek 10. Vliv MAG Cg.9 v mikroemulzi na rist gramnegativnich bakterii
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4.3.6 Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové (MAG Cj;.9) v mikroemulzi na

rist gramnegativnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny laurové na rist gramnegativnich bakterii byl testovan
v koncentracich 107, 214, 428, 856, 1713 mg/l MAG Ci3.. Inhibi¢ni u€inek MAG Cj». je
nejvetsi pii koncentraci 1713 mg/l, pfi které nebyl zaznamenén témét zadny rist sledova-
nych gramnegativnich bakterii. Také piti koncentraci 856 mg/l byl zaznamenan velmi dob-
ry inhibi¢ni u€inek MAG vuci bakteriim Citrobacter freundii, Escherichia coli a Salmonel-
la enterica. Pomérné dobré inhibi¢ni u€inky ma tento MAG 1 vici bakterii Pseudomonas
index ristu 50 %. U tady testovanych koncentraci 428, 214, 107 mg/l MAG byl s jejich
poklesem zaznamenan pravidelny nartist hodnot IR u bakterii Citrobacter freundii, Esche-
richia coli, Salmonella enterica a Serracia marcescens. Rist gramnegativnich bakterii pfi

sledovanych koncentracich MAG Ci;.je znazornén na Obrazku 11.
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Obrazek 11. Vliv MAG C,.9 v mikroemulzi na rust gramnegativnich bakterii

4.3.7 Vliv monoacylglycerolu kyseliny myristové (MAG Ci4,9) v mikroemulzi

na rust gramnegativnich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny myristové na rst gramnegativnich bakterii byl testovan
v koncentracich 118, 237, 474, 948, 1895 mg/l MAG Cj4.. Inhibi¢ni G¢inek MAG Ci4.0
byl, obdobné¢ jako u vySe diskutovanych MAG, nejvétsi pti koncentraci 1895 mg/l, pii kte-

ré nebyl zaznamenan témét zadny rast gramnegativnich bakterii. Dobré inhibicni G¢inky
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pii vSech testovanych koncentracich ma MAG Ci4, na bakterii Pseudomonas aeruginosa,
kde dochazi k 50 — 70% inhibici (hodnota IR od 30 do 50 %). Zajimavy je vliv MAG Cja4.
na rast bakterie Salmonella enterica, kde pii koncentraci 1895 mg/l je inhibi¢ni u¢inek 100
% a bakterie neroste, avsak pii koncentraci MAG 948 mg/I je inhibi¢ni ucinek nulovy a
hodnota IR je dokonce vys$si nez pro kontrolni vzorek. Vzhledem k tomu, Ze test nebyl
opakovan, neni mozno konstatovat, jestli je tento trend reprodukovatelny, nebo jestli se
jedna o chybu ve stanoveni. Pii nizSich koncentracich byl totiz uz pozorovan ocekavany
prabéh, tedy s postupné se snizujici koncentraci MAG dochazelo ke zvySeni indexu rastu
této bakterie. Rlst gramnegativnich bakterii pii riiznych koncentraci MAG C 4.9 je znazor-

nén na obrazku 12.
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Obrazek 12. Vliv MAG C4.9 v mikroemulzi na rust gramnegativnich bakterii

Z vyse uvedenych vysledkt je ziejmé, ze antimikrobni aktivita studovanych MAG je za-
visla na poc¢tu atomil uhliku v fetézci mastné kyseliny. Rovnéz se potrvrdilo, ze bakterie s
bunécnou sténou grampozitivniho typu jsou viici MAG mikroemulzim citlivéjsi, nez bakte-
rie s bunécénou sténou gramnegativniho typu, coz souvisi s pfitomnosti lipopolysacharidi v

bunécné sténé G bakterii [68].
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pfipravit stabilni mikroemulze 1-moacylglycerolt
s antimikrobnimi U¢inky. Pro to, aby mohlo byt uréeno vhodné slozeni mikroemulzi, byly
nejprve sestrojeny fazové digramy ttislozkového systému voda-olej-surfaktant, kde olejo-
vou fazi tvotil vzdy piislusny 1-monoacylglycerol rozpustény v alkoholu. Z monoacylgly-
ceroli byly vybrany MAG Cj¢.9 (monokaprylin), MAG Cjz,0 (monolaurin) a MAG Cj4y
(monomyristyn). Jako kosurfaktanty byly vybrany alkoholy s kratkou a stfedni délkou fe-

tézce etanol, propanol, butanol a pentanol. Surfaktantem byl Tween 80.

U pripravenych mikroemulzi byla stanovena velikost jejich ¢astic pomoci fotonové kore-
lacni spektroskopie a vybrané emulze, pfipravené béhem studia fdzového chovani vyse

uvedenych systémd, byly hodnoceny vizualné a mikroskopicky.

Na zékladé sestrojenych fazovych diagrami byly vyrobeny mikroemulze se sloZzenim za-
jistujicim dostatecnou stabilitu, u kterych byla testovana antimikrobialni uc¢innost. Vliv
ptidavku MAG do mikroemulze na inhibici mikroorganizmti byl ovéfen na péti grampozi-
tivnich bakteriich (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus) a péti gramnegativnich bakteriich (Citrobacter freundii,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Serratia marcescens).

Na zakladé ziskanych vysledkt 1ze shrnout, ze pfipravené mikroemulze byly stabilni a

vykazovaly nasledujici antimikrobidlni u€inky:

e U vSech mikroemulzi obsahujicich studované monoacylglyceroly byl zaznamenan
pokles hodnoty indexu riistu se stoupajici koncentraci pfidavku monoacylglycerolu
do mikroemulze.

e Nejlepsi antimikrobidlni G¢inky vii€i grampozitivnim bakteriim vykazovaly mikro-
emulze s ptidavkem MAG Cj..

e Nejvice citlivou bakterii vi¢i testovanym mikroemulzim s pfidavkem monoacyl-
glycerolii byl Micrococcus luteus, jehoZ rist byl nejvice potlacen mikromulzemi s
piidavkem MAG C,p.0 a MAG Cjz.

e Nejméné citlivou bakterii vici testovanym mikroemulzim s pfidavkem monoacyl-
glycerolt byla Salmonella enterica, ktera nebyla inhibovana viibec.

e Grampozitivni bakterie byly vii¢i testovanym mikroemulzim vice citlivé, nez bakte-

rie gramnegativni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Vysledky prace ukazaly, ze 1-monoacylglyceroly, jejichz antimikrobni ucinek byl jiz diive
prokéazan pii aplikaci ve formé roztokd, mohou byt ispé$né pouzity i jako aktivni antimik-
robni slozky v mikroemulzich. Mikroemulze s obsahem monoacylgylcerolii piedstavuji

systém vhodny pro vybrané potravinarské aplikace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ov Olej ve vode

V/O Voda v oleji

APG Alkypolyglykosidy

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéaha
G’ Grampozitivni bakterie

G Gramnegativni bakterie

MAG Monoacylglycerol

DAG Diacylgylcerol

TAG Triacylglycerol

MK Mastna kyselina

MAG Cs. Monoacylgycerol kyseliny kaprylové
MAG Cyo0 Monoacylgycerol kyseliny kaprinové
MAG Cy1.0  Monoacylgycerol kyseliny undekanové
MAG C;1.; Monoacylgycerol kyseliny undecenové
MAG Ci290  Monoacylgycerol kyseliny laurové
MAG Cisp  Monoacylgycerol kyseliny myristové

MAG Cisp  Monoacylgycerol kyseliny palmitové

BE Beef extract
MPA Masopeptonovy agar
MPB Masopeptonovy bujon

IR Index rastu
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PRILOHA PI: Fazové diagramy o tiech sloZkach obsahujici olej (roztok

1-monoacylglycerolu v alkoholu), surfaktant (Tween 80) a vodu

0,00, MAG C10:0+etanol

0,(Tween 80

Obrazek Pl 13. MAG Cjp.gtetanol, Tween 80 a voda

000 MAG C10:0+propanol

0,9

0,0 Tween 80

Obrazek Pl 14. MAG Cjg.pt+propanol, Tween 80 a voda



MAG C10:0+butanol

voda 1,00
0,0 0,3

0,0 Tween 80

Obrazek P1 15. MAG Cjp.ot+butanol, Tween 80 a voda

0,00. MAG C10:0+pentanol

1,00
voda = 7 - 7 - e - 0,0 Tween 80

0,0 0,3 0,6 09

Obrazek P1 16. MAG Cjg.otpentanol, Tween 80 a voda



0,00 MAG C12:0+etanol

voda 1.00

i 0.0 Tween 80
0,0 0,3 06 0,9

Obrazek P1 17. MAG Cj.ptetanol, Tween 80 a voda

0.00 MAG C12:0+propanol

09

0,0 Tween 80

Obrazek P1 18. MAG Cy,.9tpropanol, Tween 80 a voda



0,00,  MAG C12:0+butanol

0.0 Tween 80

Obrazek P1 19. MAG Cj.9tbutanol, Tween 80 a voda

0.00 MAG C12:0+pentanol

0.9

voda 1.00
0,0

0,0 Tween 80

Obrazek P1 20. MAG C;.9tpentanol, Tween 80 a voda



0,00, MAG C14:0+etanol

0,9

00
00

voda 1 00 Tween 80

Obrazek P1 21. MAG Cj4.9tetanol, Tween 80 a voda

0.00 MAG C14:0+butanol

0,9

0,0 Tween 80

Obrazek PI 22. MAG C4.9tbutanol, Tween 80 a voda



PRILOHA PII: Vliv mikroemulzi

tivnich bakterii

0,350 T
0,300 A
0,250 A
0,200
w
g
| 0,150 A
© LA
0,100 A
0,050
. _pa |
0,000 4 ==
-0,050 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— OBacillus cereus —=— S1:1Bacillus cereus
S1:3Bacillus cereus mikroemulze C10 1:1Bacillus cereus
—— mikroemulze C10 1:3Bacillus cereus —e— mikroemulze C10 1:7Bacillus cereus
—+— mikroemulze C10 1:15Bacillus cereus —— mikroemulze C10 1:31Bacillus cereus
Obrazek PII 23. VIiv mikroemulze s MAG Cj9.9 na rust Bacillus cereus
w
w
]
2
=]

-0,050 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— OBacillus subtilis —=— S1:1Bacillus subtilis
S1:3Bacillus subtilis mikroemulze C10 1:1Bacillus subtilis
—— mikroemulze C10 1:3Bacillus subtilis —e— mikroemulze C10 1:7Bacillus subtilis
—+— mikroemulze C10 1:15Bacillus subtilis —— mikroemulze C10 1:31Bacillus subtilis

Obrazek PII 24. VIiv mikroemulze s MAG Cjy.9 na rust Bacillus subtilis

monoacylglycerolti na rist grampozi-




0.D.655

0,200 -

0,150 -

0,100 -

Cas (hodiny)

20 25

—e— OEnterococcus faecalis
S1:3Enterococcus faecalis

—=— S1:1Enterococcus faecalis

mikroemulze C10 1:1Enterococcus faecalis
—— mikroemulze C10 1:3Enterococcus faecalis —e— mikroemulze C10 1:7Enterococcus faecalis
—+— mikroemulze C10 1:15Enterococcus faecalis —=— mikroemulze C10 1:31Enterococcus faecalis

Obrazek PII 25. Viiv mikroemulze s MAG C .9 na rist Enterococcus faecalis

0.D.655

0,350 1

0,300 -

0,250 -

0,200 -

0,150 -

0,100 -

0,050 -

0,000

-0,050

Cas (hodiny)

25

—e— OMicrococcus luteus

S1:3Micrococcus luteus
—— mikroemulze C10 1:3Micrococcus luteus
—+— mikroemulze C10 1:15Micrococcus luteus

—=— S1:1Micrococcus luteus

mikroemulze C10 1:1Micrococcus luteus
—e— mikroemulze C10 1:7Micrococcus luteus
—=— mikroemulze C10 1:31Micrococcus luteus

Obrazek PII 26. VIiv mikroemulze s MAG Cjg.9 na rist Micrococcus luteus




0.D.655

Cas (hodiny)

—e— OStaphylococcus aureus —=— S1:1Staphylococcus aureus
S1:3Staphylococcus aureus mikroemulze C10 1:1Staphylococcus aureus

—— mikroemulze C10 1:3Staphylococcus aureus —e— mikroemulze C10 1:7Staphylococcus aureus

—+— mikroemulze C10 1:15Staphylococcus aureus —— mikroemulze C10 1:31Staphylococcus aureus

Obrazek PII 27. VIiv mikroemulze s MAG C ;3. na rust Staphylococcus aureus

0.D.655

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

0,000 =

-0,050 . . . .

Cas (hodiny)

—— 0 B. cereus —=—S1:1 B. cereus S1:3 B. cereus mikroemulze C12 1:1 B. cereus
—»— mikroemulze C12 1:3 B. cereus —e— mikroemulze C12 1:7 B. cereus —— mikroemulze C12 1:15 B. cereus —— mikroemulze C12 1:31 B. cereus

Obrazek PII 28. VIiv mikroemulze s MAG Ci5.9 na rust Bacillus cereus




0,350 1

0,300 -

0,250 -

0,200 +
w
&
Q: 0,150 -
=)

0,100 -

0,050

0,000

-0,050 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— 0 B. subtilis —=— S1:1 B. subtilis S1:3 B. subtilis
mikroemulze C12 1:1 B. subtilis —*— mikroemulze C12 1:3 B. subtilis —#— mikroemulze C12 1:7 B. subtilis
—— mikroemulze C12 1:15 B. subtilis —— mikroemulze C12 1:31 B. subtilis
Obrazek PII 29. Viiv mikroemulze s MAG Cj;.9 na rust Bacillus subtilis

w
w
2
a
o

Cas (hodiny)

—e— 0 M. luteus —=— S1:1 M. luteus S1:3 M. luteus
mikroemulze C12 1:1 M. luteus —*— mikroemulze C12 1:3 M. luteus —e— mikroemulze C12 1:7 M. luteus
—— mikroemulze C12 1:15 M. luteus —— mikroemulze C12 1:31 M. luteus

Obrazek PII 30. Viiv mikroemulze s MAG Ci;.9 na rust Micrococcus luteus




0.D.655

25
Cas (hodiny)
—e— 0 S. aureus —=—S1:1 S. aureus S1:3 S. aureus
mikroemulze C12 1:1 S. aureus —*— mikroemulze C12 1:3 S. aureus —8— mikroemulze C12 1:7 S. aureus
—— mikroemulze C12 1:15 S. aureus —— mikroemulze C12 1:31 S. aureus
Obrazek PII 31. Viiv mikroemulze s MAG C;.9 na rist Staphylococcus aureus
0,300 -
0,250 -
0,200 -
v 0,150
=2
2
© 0,100 A
0,050 A
3 B B B e A o e e e
0,000 o
-0,050 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Cas (hodiny)

—e— 0 B. cereus —=— mikroemulze C11:0 1:1 B. cereus mikroemulze C11:0 1:3 B. cereus
mikroemulze C11:0 1:7 B. cereus —— mikroemulze C11:0 1:15 B. cereus —— mikroemulze C11:0 1:31 B. cereus
—— mikroemulze C11:1 1:1 B. cereus —=— mikroemulze C11:1 1:3 B. cereus

Obrazek PII 32. Viiv mikroemulze s MAG C;;.9 a MAG Cy;.; na rust Bacillus cereus




0,300 1

0,250 A

0,200 -

0,150

0.D.655

0,100 A

0,050

0,000

-0,050 -

Cas (hodiny)

—e— 0 B. subtilis —=— mikroemulze C11:0 1:1 B. subtilis mikroemulze C11:0 1:3 B. subtilis
mikroemulze C11:0 1:7 B. subtilis —*— mikroemulze C11:0 1:15 B. subtilis —8— mikroemulze C11:0 1:31 B. subtilis
—— mikroemulze C11:1 1:1 B. subtilis —=— mikroemulze C11:1 1:3 B. subtilis

Obrazek PII 33. Viiv mikroemulze s MAG C;1.0 a MAG Cy;.; na rust Bacillus subtilis

0,180 ~
0,160 -
0,140 -
0,120 A
0,100 A

0,080 -

0.D.655

0,060
0,040 -

0,020 A

0,000

-0,020 T T T T 1

Cas (hodiny)

—e— 0 E. faecalis —=— mikroemulze C11:0 1:1 E. faecalis mikroemulze C11:0 1:3 E. faecalis
mikroemulze C11:0 1.7 E. faccalis —*— mikroemulze C11:0 1:15 E. faecalis —— mikroemulze C11:0 1:31 E. faecalis
—+— mikroemulze C11:1 1:1 E. faecalis —=— mikroemulze C11:1 1:3 E. faecalis

Obrazek PII 34. VIiv mikroemulze s MAG C;;.0 a MAG Cj;.; na rist Enterococcus faecalis



0.D.655

Cas (hodiny)

—o— 0 M. luteus —=— mikroemulze C11:0 1:1 M. luteus mikroemulze C11:0 1:3 M. luteus

—— mikroemulze C11:1 1:1 M. luteus —— mikroemulze C11:1 1:3 M. luteus

mikroemulze C11:0 1:7 M. luteus —— mikroemulze C11:0 1:15 M. luteus —8— mikroemulze C11:0 1:31 M. luteus

Obrazek PII 35. Viiv mikroemulze s MAG Cj;.9 a MAG C;;.;1 na rist Micrococcus luteus

0.D.655

Cas (hodiny)
——0 S. aureus —=— mikroemulze C11:0 1:1 S. aureus mikroemulze C11:0 13 S. aureus
mikroemulze C11:0 1.7 S. aureus —*— mikroemulze C11:0 1:15 S. aureus —8— mikroemulze C11:0 1:31 S. aureus
—+— mikroemulze C11:1 1:1 S. aureus —=— mikroemulze C11:1 1:3 S. aureus

25

Obrazek PII 36. VIiv mikroemulze s MAG C;;.9 a MAG Cj;.; na rust Staphylococcus areus




0.D.655

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

0,000 +

-0,050

Cas (hodiny)

—e— 0 B. cereus

——0

mikroemulze C14:0 1:7 B. cereus —*— mikroemulze C14:0 1:15 B. cereus —e— mikroemulze C14:0 1:31 B. cereus

—=— mikroemulze C14:0 1:1 B. cereus mikroemulze C14:0 1:3 B. cereus

——0

Obrazek PII 37. VIiv mikroemulze s MAG Cj4.9 na rust Bacillus cereus

0.D.655

0,250 ~

0,200 -

0,150 A

0,100 A

0,050

rhrnpRRPrR T

PECEFEPE S A rarrorr-rn

0,000 $=¥HAHF=5—3%

-0,050

5 10 15 20 25

Cas (hodiny)

—e— 0 B. subtilis

——0

—=— mikroemulze C14:0 1:1 B. subtilis

——0

mikroemulze C14:0 1:3 B. subtilis

mikroemulze C14:0 1.7 B. subtilis —*— mikroemulze C14:0 1:15 B. subtilis —#— mikroemulze C14:0 1:31 B. subtilis

Obrazek PII 38. VIiv mikroemulze s MAG C4.9 na rust Bacillus subtilis




0.D.655

0,090 -
0,080 -
0,070
0,060
0,050 -
0,040 -
0,030 - \
0,020 -
0,010 A

0,000 *

-0,010 T T T T 1

Cas (hodiny)

—e— 0 E. faecalis —=— mikroemulze C14:0 1:1 E. faecalis mikroemulze C14:0 1:3 E. faccalis
mikroemulze C14:0 1:7 E. faccalis —»— mikroemulze C14:0 1:15 E. faecalis —8— mikroemulze C14:0 1:31 E. faecalis

——0 ——0

Obrazek PII 39. Vliv mikroemulze s MAG C,4.9 na rist Enterococcus faecalis

0.D.655

0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150

0,100

0,050 T

0,000

-0,050 -1

25

Cas (hodiny)

—e— 0 M. luteus —=— mikroemulze C14:0 1:1 M. luteus mikroemulze C14:0 1:3 M. luteus
mikroemulze C14:0 1:7 M. luteus —— mikroemulze C14:0 1:15 M. luteus —— mikroemulze C14:0 1:31 M. luteus

——0 —0

Obrazek PII 40. Viiv mikroemulze s MAG C;4.9 na rust Micrococcus luteus




0.D.655

0,600 1
0,500 A
0,400
0,300 A
0,200 -
0,100 A

[
0,000

-0,100

Cas (hodiny)

—e— 0 S. aureus

—=— mikroemulze C14:0 1:1 S. aureus

mikroemulze C14:0 1:3 S. aureus

mikroemulze C14:0 1.7 S. aureus —— mikroemulze C14:0 1:15 S. aureus —8— mikroemulze C14:0 1:31 S. aureus

——0

—0

Obrazek PII 41. VIiv mikroemulze s MAG C 4.9 na rust Staphylococcus aureus




PRILOHA PIII: Vliv mikroemulze monoacylglycerolii na riist gramnega-

tivnich bakterii

0,500 A
0,400 -
0,300 -
v
e}
°
a 0,200 1
=]
0,100 -
P! sen ST ARAN (AN N AN AR A A A A A A e A A A ]
0,000
-0,100 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— 0 C. freundii —=— mikroemulze C10:0 1:1 C. freundii mikroemulze C10:0 1:3 C. freundii
mikroemulze C10:0 1:7 C. freundii —*— mikroemulze C10:0 1:15 C. freundii —— mikroemulze C10:0 1:31 C. freundii
—+— mikroemulze C14:0 1:1 C. freundii —=— mikroemulze C14:0 1:3 C. freundii

Obrazek PIII 42. Vliv mikroemulze s MAG Cj9.90 a MAG C4.9 na rist Citrobacter freundii

0,500 -

0,400 -

0,300 A

0,200 A

0.D.655

0,100 A
7 L',’Li',A,-_’,fL*_L’,'AHJAi—L—-—.—b—I—I—.—.—.'—-—.—.—.’H

Cas (hodiny)

—e— 0 E. coli —=— mikroemulze C10:0 1:1 E. coli mikroemulze C10:0 1:3 E. coli mikroemulze C10:0 1:7 E. coli
—x— mikroemulze C10:0 1:15 E. coli —®— mikroemulze C10:0 1:31 E. coli —— mikroemulze C14:0 1:1 E. coli —=— mikroemulze C14:0 1:3 E. coli

Obrazek PII 43. VIiv mikroemulze s MAG Cjp.9 a MAG Cj4.9 na rist Escherichia coli



0.D.655

Cas (hodiny)

—— 0 P. aeruginosa —=— mikroemulze C10:0 1:1 P. aeruginosa mikroemulze C10:0 1:3 P. aeruginosa
mikroemulze C10:0 1:7 P. aeruginosa —x— mikroemulze C10:0 1:15 P. aeruginosa —8— mikroemulze C10:0 1:31 P. aeruginosa
—— mikroemulze C14:0 1:1 P. aeruginosa —=— mikroemulze C14:0 1:3 P. aeruginosa

Obrazek PIII 44. VIiv mikroemulze s MAG Co.9 a MAG Cj4.9 na rist Pseudomonas aeru-

ginosa

0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -

0,300 -

0.D.655

0,200 -

0,100 -

0,000

-0,100 T T T T 1

Cas (hodiny)

—e— 0 S. enterica —=8— mikroemulze C10:0 1:1 S. enterica mikroemulze C10:0 1:3 S. enterica
mikroemulze C10:0 1:7 S. enterica —*— mikroemulze C10:0 1:15 S. enterica —— mikroemulze C10:0 1:31 S. enterica
—— mikroemulze C14:0 1:1 S. enterica —=— mikroemulze C14:0 1:3 S. enterica

Obrazek PIII 45. Viiv mikroemulze s MAG Ci9.0 a MAG Cj4.9 na rust Salmonella enterica



0.D.655

0,800 -
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300 A
0,200 -
0,100

0,000 $=%»

-0,100 T T T T

Cas (hodiny)

—— mikroemulze C14:0 1:1 S. marcescens —=— mikroemulze C14:0 1:3 S. marcescens

—e— 0 S. marcescens —=— mikroemulze C10:0 1:1 S. marcescens mikroemulze C10:0 1:3 S. marcescens
mikroemulze C10:0 1:7 S. marcescens —*— mikroemulze C10:0 1:15 S. marcescens —— mikroemulze C10:0 1:31 S. marcescens

Obrazek PIII 46. VIiv mikroemulze s MAG Cjp.9 a MAG Cj4.9 na rust Serratia marcescens

0.D.655

25

0,150 - g
0,100 4,
o<i N

0,050 ﬁ /
0,000 $Se=v=e—=¥ e I
-0,050 T T T T 1

0 5 10 15 20

Cas (hodiny)
—e— 0 C. freundii —=— S1:1C. freundii S1:3C. freundii

—— mikroemulze C12:0 1:15 C. freundii —— mikroemulze C12:0 1:31 C. freundii

mikroemulze C12:0 1:1 C. freundii —*— mikroemulze C12:0 1:3 C. freundii —e— mikroemulze C12:0 1:7 C. freundii

Obrazek PIII 47. Vliv mikroemulze s MAG Cj;.9 na rust Citrobacter freundii




0.D.655

25
Cas (hodiny)
—— 0 E. coli —=— S1:1E. coli S1:3E. coli
mikroemulze C12:0 1:1 E. coli —*— mikroemulze C12:0 1:3 E. coli —e— mikroemulze C12:0 1:7 E. coli
—— mikroemulze C12:0 1:15 E. coli —— mikroemulze C12:0 1:31 E. coli
Obrazek PIII 48. VIiv mikroemulze s MAG Ci;.¢9 na rust Escherichia coli
0,900 ~
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
w
w
o
a 0,400 -
=
0,300 -
0,200 -
0,100 -
-0,100 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— 0 P. aeruginosa —=— S1:1P. aeruginosa S1:3P. aeruginosa

mikroemulze C12:0 1:1 P. aeruginosa —*— mikroemulze C12:0 1:3 P. aeruginosa —e— mikroemulze C12:0 1:7 P. aeruginosa
—— mikroemulze C12:0 1:15 P. aeruginosa —=— mikroemulze C12:0 1:31 P. aeruginosa

Obrazek PIII 49. Viiv mikroemulze s MAG C;.9 na riist Pseudomonas aeruginosa




0.D.655

25
Cas (hodiny)
—e— 0 S. enterica —=— S1:1S. enterica S1:3S. enterica
mikroemulze C12:0 1:1 S. enterica —*— mikroemulze C12:0 1:3 S. enterica —*— mikroemulze C12:0 1:7 S. enterica
—— mikroemulze C12:0 1:15 S. enterica —— mikroemulze C12:0 1:31 S. enterica
Obrazek PIII 50. VIiv mikroemulze s MAG Ci».9 na rust Salmonella enterica
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500
@ 0,400 - A\Y
2
S 0,300 +
0,200 -
0,100 -
0,000 $3<4
-0,100 T T T T ]
0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)
—e— 0 S. marcescens —=— S1:1S. marcescens S1:3S. marcescens

mikroemulze C12:0 1:1 S. marcescens —*— mikroemulze C12:0 1:3 S. marcescens —e— mikroemulze C12:0 1:7 S. marcescens
—— mikroemulze C12:0 1:15 S. marcescens —— mikroemulze C12:0 1:31 S. marcescens

Obrazek PIII 51. VIiv mikroemulze s MAG C;,.9 na rust Serratia marcescens




0,600 1

0,500 -

0,400

0,300 A

0.D.655

0,200 A

0,100 A

n—
0,000

-0,100

15

Cas (hodiny)

20 25

—e— 0 C. freundii

mikroemulze C14:0 1:31 C. freundii —— 0 C. freundii

——0 —0

—=— mikroemulze C14:0 1:7 C. freundii

—e— ()

mikroemulze C14:0 1:15 C. freundii

Obrazek PIII 52. Vliv mikroemulze s MAG Cj4.9 na rust Citrobacter freundii

0,600 -

0,500

0,400 -

0,300 -

0.D.655

0,200

0,100 A

0,000

-0,100

15

Cas (hodiny)

20 25

—e— 0 E. coli

—x— 0 E. coli

—=— mikroemulze C14:0 1.7 E. coli

—e—(

mikroemulze C14:0 1:15 E. coli

——0

mikroemulze C14:0 1:31 E. colij

—0

Obrazek PIII 53. Viiv mikroemulze s MAG C4.9 na rust Escherichia coli




0.D.655

Cas (hodiny)

—=— mikroemulze C14:0 1:7 P. aeruginosa

mikroemulze C14:0 1:31 P. aeruginosa —— 0 P. aeruginosa

mikroemulze C14:0 1:15 P. aeruginosa
—e—(

—&— 0 P. acruginosa

——0 —0

25

Obrazek PIII 54. Viiv mikroemulze s MAG C4.9 na riist Pseudomonas aeruginosa

0.D.655

0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

i

-0,100 T T T T 1

0,000

Cas (hodiny)

mikroemulze C14:0 1:15 S. enterica
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Obrazek PIII 55. VIiv mikroemulze s MAG C4.9 na rust Salmonella enterica
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Obrazek PIII 56. VIiv mikroemulze s MAG C4.9 na rust Serratia marcescens




