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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva piipravou mikroemulzi s monoacylglyceroly (MAG) a
sledovanim piipadnych antimikrobnich ucinka téchto emulzi. Teoreticka ¢ast je vénovana
emulzim, mikroemulznim, jejich vlastnostem a ptipravé. Dale jsou zde charakterizovany
monoacylglyceroly a jejich antimikrobni u¢inky. Posledni ¢ast teoretické ¢asti je zamétena
na bakterie, jejich vlastnosti, riist a mnozeni. V praktické ¢asti prace byly pfipraveny mik-
roemulze a byl sledovan jejich vliv na rist vybranych Gram-pozitivnich a Gram-

negativnich bakterii.

Kli¢ova slova: mikroemulze, monoacylglycerol, antimikrobni G¢inek, Gram-pozitvni bak-

terie, Gram-negativni bakterie

ABSTRACT

This thesis work deals with the preparation of microemulsion with monoacylglycerols
(MAG) and their antimicrobial activity. In the theoretical part emulsions, microemulsions,
their properties and preparation were summarized. Additionally, monoaclyglycerols and
their antimicrobial effects are characterized. The last part of the theoretical section focuses
on bacterial properties, growth and multiplication. The experimental part consists of
preparation of microemulsions and determination of their antibacterial effect against

selected Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Keywords: microemulsion, monoacylglycerol, antimicrobial effect, Gram-positive

bacteria, Gram-negative bacteria
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UvVOD

Emulze jsou heterogenni systémy slozené nejméné ze dvou nemisitelnych kapalin. Obsa-
huji povrchové aktivni latku (surfaktant), ktera vytvaii na fazovém rozhrani olej/voda
ochranny film a snizuje mezipovrchové napéti mezi fazemi. Mikroemulze jsou systémy
obsahujici smés surfaktantu a ko-surfaktantu, které pii pfidani do dvoufazové smési, tvoii
stabilni, opticky ¢isty, izotropni, koloidni systém, ktery je termodynamicky stabilni. Mik-
roemulze se od emulzi li§i vzhledem. Emulze jsou kalné, zatimco mikroemulze jsou pri-
hledné. Dalsi rozdil je v pripravé. Pro pfipravu emulzi je tfeba velké mnozstvi energie,
zatimco pii vyrobé mikroemulze ji neni potifeba. Emulze jsou na rozdil od mikroemulzi

Kineticky stabilni.

Monoacylglyceroly (MAG) jsou ptirodni slou¢eniny obsahujici ve své molekule estericky
vazanou mastnou kyselinu s kratkym, stfedné¢ dlouhym ¢i dlouhym fetézcem. Patii mezi
potravinaisky vyznamné lipidické slou¢eniny. Krom¢ potravinaiského pramyslu se vyuzi-
vaji 1 v prumyslu kosmetickém, farmaceutickém, plastikdiském a textilnim. Jsou hojné
vyuzivany zejména pro své emulgacni, ale také antimikrobni G¢inky. Piedkladana bakalat-
ska prace je zaméfena na antibakterialni plsobeni téchto latek a jejich mozné vyuziti v
potravinarském ¢i kosmetickém primyslu pro zvyseni mikrobiologické kvality a bezpec-

nosti potravin ¢i kosmetickych prostiedkd.

Bakterie jsou jednobunééné mikroorganizmy, které maji prokaryoticky typ buiiky. Na roz-
dil od eukaryotickych bunék, prokaryotické buniky nemaji jddro oddéleno jadernou mem-
branou od cytoplazmy a jsou asi 10x mens$i nez eukaryotickd bunka. Bakteridlni bunky
maji rizny tvar o velikosti fddu mikrometrid. Podle Gramova barveni se bakterie d¢li na
Gram-pozitivni a Gram-negativni. Bakterie mohou kontaminovat potraviny i kosmetické
pfipravky a jejich pfitomnost a Zivotni pochody mohou vést ke znehodnoceni téchto pro-
duktti, nebo dokonce i k ohroZeni zdravi spottebitele. PotlaCeni rastu nezddoucich mikro-
organizmu je tedy v zajmu jak spotiebiteld, tak i samotnych vyrobc.

V této praci byly pfipravovany mikroemulze obsahujici monoacylglyceroly a byl zkouman
jejich antimikrobni ucinek. Tento Géinek byl sledovan na vybranych, potravinaisky vy-

znamnych Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakteriich.
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1 EMULZE

Emulze jsou heterogenni systémy slozené ze dvou nebo vice nemisitelnych kapalnych
fazi. Cilem emulgace je vytvofit velmi jemné kapicky dispergované faze tak, aby tyto ka-
pi¢ky byly stabilni a nedochézelo k jejich usazovani nebo shlukovani. Za emulzi lze tedy
pokladat soustavu, ve které je jedna kapalina jemné rozptylena v druhé kapalin€. Vznik a
stabilita takového systému je velmi Casto zaji$téna piitomnosti povrchov¢ aktivni latky -

emulgatoru. [1],[2],[3]

Emulzni systémy nachazi uplatnéni zejména v potravindiském primyslu (margariny, mas-
lo, mléko, omacky apod.). DilezZitou roli maji i v praimyslu kosmetickém nebo plastikaf-

ském, dale ve farmacii ¢i zemé&délstvi. [4]

1.1 Klasifikace emulzi

Emulze lze rozdélit do dvou velkych skupin: jednoduché emulze a slozené emulze. V pii-
padé jednoduchych emulzi, jsou kapi¢ky jedné kapalné faze rozptylené v jiné nemisitelné
kapalné fazi. SloZzené emulze se skladaji ze tii riznych oblasti. Je to rozhrani, dispergované
Castice a dispergované prostiedi. Molekuly v emulzi se rozd€luji na tyto tii oblasti podle
jejich koncentrace a polarity, kde nepolarni molekuly jsou umistény prevazné v olejové

fazi, polarni molekuly ve vodné fazi a amfifilni na rozhrani.

Bé&Zné€ pouzivané klasifikace emulzi jsou zalozeny na polarité disperzniho podilu a prostie-
di. Téméft ve vSech aplikacich je jednou z kapalin voda, zatimco druha se vyznacuje nizkou
dielektrickou konstantou. Obecné je tato druha kapalina 0znacovana jako olej. [1]

Podle polarity disperzniho podilu a prostfedi emulze déle rozd¢lujeme na:

a) emulze piimé- které mizeme nazvat jako emulze O/V (olej ve vodé€), kde dis-
perzni prostiedi tvofi voda, coz je polarnéjsi kapalina a jako piiklad je mozné
uvést mléko,

b) emulze obracené- nazyvané jako emulze V/O (voda v oleji), kde disperzni pro-

stiedi tvofi olej, ktery pfedstavuje nepolarni kapalinu a jako ptiklad lze uvést

maslo. [5], [6]

Dal8im moznym hlediskem pfi klasifikaci emulzi mize byt koncentrace disperzniho podilu

nebo také velikost ¢astic emulze.
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Podle koncentrace disperzniho podilu rozliSujeme emulze na (Obr. 1.):

a) emulze ziedéné- kde dispergovana faze zaujima nejvyse 2 % celkového obje-

mu,

b) emulze koncentrované- kde dispergovana faze zaujima az 74 % a tvar ¢astic je

kulovity,

c) emulze vysoce koncentrované (gelovité)- kde jsou castice disperzniho podilu
ulozeny tak tésné, Ze se vzajemné deformuji a maji tvar mnohosténu. Castice

jsou od sebe oddéleny tenkym filmem. [5]

‘e o o
O

O o O

O o O Q

Oinis Oo

@ O o O

Obr. 1. Emulze (a) ziedénd, (b) koncentrovand, (c)

vysoce koncentrovand. [7]

Podle velikosti dispergovanych ¢astic délime emulze na:
a)  mikroemulze- velikost ¢astic je zde obvykle v rozsahu 10-100 nm, jsou to
termodynamicky stabilni a ¢iré disperze [8],
b)  nanoemulze- velikost ¢astic se pohybuje okolo 50-200 nm a oproti mikro-

emulzim jsou to kineticky stabilni a prasvitné disperze [9],[10],

c)  makroemulze- jejich velikost ¢astic je v rozsahu 100-1000 nm. Tyto systé-
my jsou termodynamicky nestabilni a jsou mlééného zbarveni. Makroemul-
ze jsou z hlediska potravinarského nejpouzivanéjsi a nejvyznamné;jsi disper-

ze. [8]

1.2 Priprava emulzi

Ptiprava emulzi je proces, pii kterém dojde k rozptyleni jedné faze do druhé, nebo-li dojde

k dispergaci. Jedna kapalina je pak dispergovana v kapalin¢ druhé, kdy jedna z téchto ka-
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palin tvofi prostiedi spojité a druha je rozptylena v podobé malych kapicek. Tento proces
muzeme rovnéz nazvat emulzifikace. Pfi emulzifikaci dochdzi k mechanické dispergaci
disperzniho podilu v disperznim prostiedi za pfitomnosti emulgatoru. Dispergované kapa-
liny se intenzivné michaji a protiepavaji pomoci michadel, mlynt nebo ultrazvuku. Emul-
zifikace probiha obvykle ve dvou stupnich. V prvnim kroku se provadi primarni emulzifi-
kace a vysledkem tohoto procesu je vznik hrubé emulze s velkymi ¢asticemi emulgované
faze. Poté se provede sekundarni emulzifikace, pti které dojde k upravé velikosti castic.

Dale se provadi homogenizace. [11]

Technologické operace pii piipravé emulzi 1ze rozdélit do nasledujicich bodu:

1) EMULGACE- smichani vodné a olejové faze za vysoké teploty.
2) HOMOGENIZACE- zmens$ovani pivodné vytvoienych ¢astic.
3) EGALIZACE- proces michani, kdy tihel michadla je jiny nez uhel nadoby.

Michadla mtizou byt ramcova, prstova, kotvova, kiizova nebo specialni, které pracuji na

principu rotoru, jako jsou naptiklad Slehace, turbiny apod. [12]

Dtlezitym krokem pfi pifipravé emulznich systému je stabilizace. Stabilizace se provadi
pridavkem emulgatoru, ktery na povrchu dispergovanych ¢astic vytvaii ochrannou vrstvu
chranici nové vytvorené rozhrani proti koalescenci (shlukovani). Emulgatory zaroven sni-

Zuji mezipovrchové napéti a usnadiuji proces emulzifikace. [11]

1.3 Stabilita emulzi

Stabilita emulze je definovéana jako jejich schopnost vyrazné neménit své ptivodni vlast-
nosti. Stabilitu emulze 1ze posuzovat z termodynamického a kinetického hlediska. Termo-
dynamicka stabilita souvisi s pravdépodobnosti, Ze dojde k rozpadu emulze. Kineticka sta-

bilita vyjadiuje rychlost rozpadu dané emulze.

Vznik a stabilita emulze jsou ovlivnény pofadim a metodou pouzivanou K promichani
komponent emulze. Je mozné rozpustit emulgator v oleji i ve vodné fazi soucasné, dalsi
moznosti je rozpustit emulgator v jedné kapaling a poté pridat kapalinu druhou. Primérna
velikost ¢astic (kapek) emulze zavisi na intenzité a mnozstvi energie zavedené do systému,

a ta je ruzna pro konkrétni metody ptipravy.
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Existuje tfada fyzikalné-chemickych mechanizmii, které mohou byt zodpovédné za zmény
ve vlastnostech emulze a které mohou vést k jejich rozpadu. Mezi tyto mechanizmy patii
pusobeni gravitacnich sil a agregace ¢astic. Pii separaci emulze na zakladé gravita¢nich sil
dochazi k tzv. sedimentaci a krémovani. K separaci na zaklad¢ agregace castic dochazi

pfi tzv. flokulaci nebo koalescenci.

Uvedené formy nestability spolu ¢asto vzajemné souvisi. Destabilizace emulze projde né-
kolika po sob¢ jdoucimi a paralelnimi kroky pied konec¢nou etapou oddéleni jednotlivych
vrstev. V pocateéni fazi se kapi¢ky pohybuji diky difuzi (nebo michani), a jestlize je odpor
potencialu pfili$ slaby, za¢nou se hromadit na sob¢. Doslo tedy k flokulaci. Jednotlivé ka-
pic¢ky jsou nyni nahrazeny dvojicemi oddélenymi tenkou vrstvou. Tloustka této vrstvy je
snizena vzhledem k pfitazlivosti Van der Waalsovych sil, a kdyz kapka dosahne kritické
hodnoty svého rozméru, film praska a dvé kapky spoji do jediné. Doslo ke srastani (koa-
lescenci). Koalescence je tedy proces, pii kterém se sléva dvé nebo vice kapek v jednu
vetsi. Tento proces predpoklada piimy kontakt ¢astic a nasledné zni¢eni adsorbovaného
filmu. Z toho mizeme vyvodit, ze koalescence je oproti flokulaci, sedimentaci a krémova-

ni zavisla na vice silach kratkého dosahu.

Paraleln¢ s flokulaci a koalescenci, probiha sedimentace, pii které kapky klesnou ke dnu
diky rozdilim v hustoté rozptylené a kontinudlni faze. Pti sedimentaci maji kapicky vyssi
hustotu, nez kapalina, ve které jsou rozptylené. Opakem sedimentace je krémovani, kdy
kapicky stoupaji smérem vzhtiru, k povrchu, protoZe jejich hustota je nizsi nez hustota ka-
paliny, v niz jsou dispergovany. Vysledkem téchto procest je vysoce koncentrovana emul-
ze na horni nebo dolni ¢asti nadoby a zvySeni poétu kapek na jednotku objemu, coz na-

sledné zvysuje rychlost flokulace a koalescence. [13], [14], [15]

Rozhodujicim faktorem pro stabilitu emulze je kvalita ochranného filmu, ktera je zavisla
na vlastnostech emulgatoru, ktery byl pouzit ke stabilizaci emulze. Emulze nejsou termo-
dynamicky stabilni (vyjimkou jsou mikroemulze). Je zfejmé, Ze kontrola stability emulze
je omezena na kinetické fizeni separace slozek (olej a voda). Za né&jakou dobu emulze
destabilizuji v disledku starnuti a celkova plocha systému klesa. Nejbéznéjsi metodou k
overeni stability emulzi je testovani vzniku samostatné faze pti pokojové teploté zahiiva-
nim nebo odstiedénim vzorku. Kultivovangj$i metody spocivaji v analyze velikosti Castic

nebo viskozity v zavislosti na Case. [13]
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1.4 Emulgatory

Spousta béznych potravin predstavuje Casto slozité disperzni soustavy a jejich vyroba vy-
zaduje pouziti latek se specifickymi funk¢nimi vlastnostmi. K témto latkam fadime i emul-
gatory. Zavedeni emulgatorti do procesu vyroby umoznilo mnoha potravinaiskym oborim
zavést nové technologie a vyrobky se zlepSenymi konzisten¢nimi, nutri¢énimi i organolep-
tickymi vlastnostmi. Potravinaiské emulgatory Ize rozd¢lit do dvou skupin, na emulgatory

pfirozené a syntetické.

Emulgator byva rovnéz nazyvan jako tenzid, surfaktant nebo povrchové aktivni latka. Je to
latka, kterd umoznuje vznik a stabilizaci emulze snizenim mezifazového napéti. Dalsi
vlastnosti emulgatoru je schopnost zabranit nebo zpomalit zanik kapic¢ek. Emulgator tedy
brani separaci fazi vytvarenim ochranného filmu nebo bariéry na fazovém rozhrani, ktera
brni kapkam ve flokulaci nebo koalescenci. Vhodnymi emulgatory jsou teda latky schopné
gelace a asociace ve velké micely (shluky molekul tenzidi dispergované v kapalné fazi).
V potravinafstvi se vyuziva i dalSich vlastnosti surfaktantti. Jde pfevazné o to, Ze vytvare;ji

komplexy s amylosou, dochazi k interakcim s bilkovinami a zadrzuji vzduch.

Molekula emulgétoru se skldda z lipofilni a hydrofilni ¢asti, které se na mezifazovém roz-
hrani chovaji tak, Ze smétuji do prostiedi o shodné polarité. Tato orientace emulgatoru
zabranuje zpétnému spojovani dispergované faze ve vétsi kapky a tim zvySuje stabilitu
emulze. Poléarni prostiedi tvofi pfevazné voda a nepolarnim prosttedim je olej, ktery je
tvofen z organickych sloucenin nebo jejich smési (napt. rostlinny olej, vyssi mastné kyse-
liny atd.). Vhodnost pouziti emulgatoru urcitého typu lze ur€it podle jeho rozpustnosti
Vv disperznim prostfedi. Emulgator hydrofilni povahy poméha vzniku emulze typu olej ve
vodeé (O/V) a naopak emulgatory s lipofilnim charakterem vytvareji opa¢nou emulzi, voda

v oleji (V/O).

VétSinu surfaktantii 1ze zaradit do nékteré téchto tii skupin:
a)  asociativni (micelarni) koloidy- soli vyssich mastnych kyselin, napt. mydla,
b)  makromolekularni koloidy- hydrofilni (proteiny), hydrofébni (kaucuk),

C)  jemné nerozpustné prasky.
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Pro vSechny emulgatory plati Bancrofftovo pravidlo, tzn. Ze ve stabilizované emulzi je
spojité disperzni prostiedi tvofeno tou fazi, k niz ma pouzity emulgétor za danych podmi-

nek vétsi afinitu. [16], [17]

1.5 HLB hodnota

HLB, nebo-li hydrofiln¢ - lipofilni rovnovaha (z angl. hydrophilic - lipophilic balance),
charakterizuje vyvazenost obou ¢asti surfaktantu, tedy pomér hydrofobnich a hydrofilnich
funkénich skupin. Jeji velikost rozhoduje o praktickém vyuziti téchto latek. Surfaktanty
S vys$si hodnotou HLB jsou hydrofilni a dobte stabilizuji emulze typu olej ve vod¢, emulze

opacného typu jsou stabilizovany pomoci surfaktantti s nizkou hodnotou HLB.

Rozdéleni povrchové aktivnich latek podle HLB hodnoty je uvedeno v Tabulce 1. [17]

Tab. 1. Rozdéleni povrchové aktivnich latek podle HLB hodnoty. [17]

HLB POVRCHOVE AKTIVNI
LATKA
15-3 ODPENOVACE
2-6 EMULGATORY V/O
7-9 SMACEDLA
8-18 EMULGATORY O/V
13-15 DETERGENTY
10-18 SOLUBILIZATORY

1.6 Mikroemulze

Mikroemulzni systémy obsahuji smés surfaktantu a ko-surfaktantu, ktera pii pfidani do
dvoufazové (hydrofilni / lipofilni) smési, tvofi stabilni, opticky Cisty, izotropni, koloidni
systém ziejmé& termodynamicky stabilni S nizkym mezifazovym napétim. Mikrostruktura
téchto systémi se sklada z mikrokapicek o velikosti mensi nez 100 nm. Mikroemulze lze
pouzit v ruznych aplikacich, naptiklad pro optimalizaci vlastnosti krevnich nahrad nebo
pro zlepSeni transportu oralné¢ podavanych peptidovych farmak do tkani. Mezi fyzikalni
metody umoziujici identifikaci a charakterizaci mikroemulzni systému patii metody zalo-
zené na rozptylu svétla, sedimentaci, centrifugaci, reologii a vodivosti. Pro analyzu mikro-
emulzi 1ze rovnéz pouzit nuklearni magnetickou rezonanci (NMR), rentgen a elektronovou
mikroskopii. [18]
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Pojem mikroemulze byl zaveden jiz v roce 1940 pany Hoarem a Schulmanem, ktefi ziskali
¢iry jednofazovy roztok pii titraci mlécné emulze s hexanolem. Mikroemulze jsou tedy
definovany jako opticky izotropni, termodynamicky stabilni, kapalné roztoky obsahujici
vodu, olej a povrchové aktivni latku. Zasadni rozdil mezi emulzi a mikroemulzi je v jejich
stabilité. Pfestoze emulze vykazuji vynikajici Kinetickou stabilitu, jsou v zasad¢é termody-
namicky nestabilni a diive nebo pozdéji dochazi k separaci fazi. Mikroemulze jsou naopak
termodynamicky stabilni. Dal§im dulezitym rozdilem je jejich vzhled, emulze jsou kalné,
zatimco mikroemulze jsou ¢iré a pruhledné. Kromé toho existuji zfetelné rozdily ve zptso-
bu jejich piipravy, protoze piiprava emulze vyzaduje dodani velkého mnozstvi energie, za

to pii vyrob&é mikroemulze ji neni potieba. [19]
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2 MONOACYLGLYCEROLY

Prvni monoacylglyceroly (MAG, monoglyceridy) byly syntetizovany v roce 1853 fran-
couzskym chemikem Berthelotem. Diky svym emulga¢nim G¢inkiim jsou monoacylglyce-
roly vyuzivany v riznych primyslovych odvétvich, predev§im pak v potravinaistvi. V roce
1936 byly monoaclyglyceroly patentovany pro vyuziti pfi vyrobé mléénych mrazenych
krémi a od 30. let jsou MAG hojné vyuzivany V pekarenském prumyslu. V soucasné dobé
je produkovano piiblizn¢ 300 tisic tun emulgatorti ro¢né. Asi 70 % svétové produkce
emulgatort zahrnuje vyroba monoacylglycerolt, diacylglycerolt a jejich derivatd. MAG se
dnes vyuzivaji predevsim pii vyrobé chleba a dalsich pekarenskych vyrobkt, margarint

zmrzlin a Zvykacich gum. [20]

Kromé potravinaiského prumyslu, jsou monoacylglyceroly ¢asto vyuzivany i v primyslu
kosmetickém, kde se uplatiuji naptiklad pii vyrobé krémi a télovych mlék, anti-
perspirantt nebo barev na vlasy. Ve farmaceutickém primyslu mohou MAG slouzit jako
vektory aktivnich latek, ddle mohou byt soucasti mikrobicidnich gell pro 1é¢bu slizni¢nich
a koznich infekci. Diky svym lubrika¢nim, emulga¢nim a zmékcovacim vlastnostem jsou

MAG vyuzivany i v textilnim a plastikafském pramyslu. [2], [21], [22]

Monoacylglyceroly patii mezi lipidy, coZ jsou pfirodni slouceniny obsahujici ve své mole-
kule estericky vazanou mastnou kyselinu o nejméné¢ 4 atomech uhliku. Jedna se teda o es-
tery vyssich mastnych kyselin. MAG se jesté ptesnéji fadi mezi tzv. homolipidy (estery
vys§ich mastnych kyselin a alkoholtl), coz je skupina latek zahrnujici jak vosky, tak tuky a
oleje. Monoacylglyceroly jsou estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu a nalezi do
skupiny tukt a oleji. Kromé monoacylglycerolti 1ze do skupiny esterd vyssich mastnych
kyselin a glycerolu zaradit jesté di-acylglyceroly (DAG) a triacylglyceroly (TAG). Tyto
latky se vzajemné lisi poctem acylovych zbytkl vazanych na trojsytny alkohol glycerol.
Monoacylglyceroly maji pouze jednu hydroxylovou skupinu glycerolu esterifikovanu
zbytkem mastné kyseliny, u di- a triacylglycerolt jsou esterifikovany dvé nebo tii alkoho-
lové skupiny. Mono- a diacylglyceroly lze tedy oznacit jako parcialni estery glycerolu.
[23], [24]
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Vzhledem k tomu, ze glycerol je trojsytny alkohol, mohou se monoglyceroly vyskytovat ve
dvou izomernich formach, které se lisi polohou acylového zbytku. Pro tyto izomerni formy

se bézné pouziva oznaceni 1-monoacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly (Obr. 2.). [25]
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Obr. 2. Dvé izomerni formy monoacylglycerolii: 1-monoacylglycerol

(vlevo) a 2-monoacylglycerol (vpravo). [26]

2.1 Vlastnosti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly jsou pouze parcialnimi estery glycerolu a mastnych kyselin. Molekula
MAG je diky tomu amfipaticka a tvofi ji polarni (hydrofilni) a nepolarni (lipofilni) ¢ast. V
disperzich se molekuly MAG orientuji na rozhrani mezi nepolarni fazi (olej nebo vzduch)
a polarni fazi (voda). Hydrofobni konce molekul, tvofené pievazné retézci mastnych kyse-
lin, smétuji do hydrofobni faze, zatimco hydrofilni ¢asti molekul sméfuji do vodné faze.
Tyto vlastnosti jsou podkladem pro emulga¢ni G€inky téchto latek, diky kterym jsou MAG
hojné¢ vyuzivany v riznych odvétvich primyslu. Monoacylglyceroly dokazou zlepsit vlast-
nosti emulzi a stabilitu pén, ¢imz se napiiklad méni reologické vlastnosti tésta a predchazi

se tak retrogradaci (tvrdnuti) peciva.

Emulgaéni u¢inky monoacylglyceroll jsou znamy pomérné dlouhou dobu. V poslednich
letech je vSak zna¢na pozornost vénovana vlivu téchto latek na rust mikroorganizmi.
Mnohé monoacylglyceroly jsou schopny inhibovat Zivotni pochody mikrobidlnich bunék a
potlacit tak rust Sirokého spektra mikroorganizmi. MAG prilakaly i zajem vzhledem
k jednoduchosti jejich struktury, snadné dostupnosti, chemické stalosti a hlavné diky jejich
biokompatibilité, biologické rozlozitelnosti a absenci drazdivého tGc¢inku na lidskou kizi a
sliznice. MAG se bézné vyskytuji v zivo¢isnych produktech, napf. v mléce. Jsou také pii-

rozenym produktem metabolizmu tukid a Ize je tedy obecné povazovat za bezpecné. Ve
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Spojenych statech ziskaly monoacylglyceroly status GRAS (generally recognised as safe) a
jejich pouziti je povoleno pii vyrobé potravin, krmiv, ve farmaceutickém pramyslu,
Vv lékafstvi a také v kosmetice. Dale jsou vyuzivany pii vyrobé materiald s antimykotickou

upravou a V mnohych dalSich aplikacich. [27]

2.2 Vyroba monoacylglyceroli
Monoacylglyceroly jsou vyrabény nékolika zpiisoby:
a) interestrerifikaci (alkoholyzou, acidolyou a transesterifikaci)
b)  parcialni hydrolyzou triacylglycerolt
c) esterifikaci vy$sich mastnych kyselin s glycerolem

d)  nukleofilni adici mastné kyseliny na glycidol. [17]

2.2.1 Interesterifikace

Interesterifikace je iontova reakce katalyzovana hydroxylovymi nebo vodikovymi ionty. Je
to preskupovani acylii mezi molekulami nebo v molekulach. Produktem je ester. Intereste-
rifikace probihd v pfitomnosti vhodnych katalyzatorii, 1ze vyuzit i katalyzy enzymatické
(napt. lipazou). Reak¢ni rychlost zavisi na struktuie reaktantti a Klesa s jejich rostouci mo-

lekulovou hmotnosti. [17], [26], [28]

2.2.1.1 Alkoholyza

Alkoholyza patfi mezi nejdilezitéjsi interesterifikacni reakce. Pokud pifidame alkalické
katalyzatory, tato reakce prob&hne jiZ pfi laboratorni teploté mistnosti, pfipadné pii teploté
mirné zvysené. Pii pouziti kyselych katalyzator je tfeba reakéni smés zahtat aZ na teplotu
kolem 100 °C. Podle pouzitého alkoholu rozliSujeme metanolyzu, etanolyzu a glycerolyzu.
Pro vyrobu monoacylglycerol v primyslovém méfitku se nejcastéji vyuziva praveé glyce-
rolyza ptirodnich tuki a oleju. Pfi glycerolyze reaguji triacylglyceroly s glycerolem v pfi-
tomnosti anorganického katalyzatoru za vysokych reak¢nich teplot (180 — 220 °C) a do-
chazi k ptenosu acylovych fetézci mastnych kyselin triacylglycerola na glycerol. Produk-
tem reakce vSak nejsou pouze monoacylglyceroly, ale smés mono- a di-acylglycerola, kte-
rou je dale nutné precistit. [17], [28], [29], [30], [31]
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2.2.1.2 Acidobjza

Acidolyza umoznuje nahrazeni ptirodni mastné kyseliny (MK) jinymi, které jsou vhodnéj-
§i. Bez katalyzatora jsou nutné teploty az 300 °C, pii pouziti katalyzatoru staci teploty oko-

lo 100 °C i niz8i. Prakticky se provadi u kokosového a palmojadrového tuku. [17], [28]

2.2.1.3 Transesterifikace

Tato reakce byva také nazyvana jako vlastni interesterifikace, nebo-li esterova vymeéna.
Dochazi k vzajemné mezimolekularni vyméné acylové nebo alkoholové skupiny jednoho

esteru za druhy. Vyuziva se napiiklad pro Gpravu nékterych tuki (kakaové maslo). [17],
[28], [32]

2.2.2 Hydrolyza

P#i hydrolyze ptijimaji molekuly triacylglycerolit molekulu vody, odstépi se mastnd kyse-
lina a vznika diacylglycerol. Poté néslednou hydrolyzou vznikéd monoacylglycerol, az na-
konec vznikne volny glycerol. Hydrolyza parcialnich esterti probiha rychleji nez hydroly-
za triacylglycerolt. Nejbéznéjsimi katalyzatory, které se pii této reakci uzivaji, jsou oxidy
nebo hydroxidy kovi druhé skupiny. DalSi moZnosti je katalyza enzymaticka, pii které
jsou vyuzivany 1,3 specifické lipazy. Vyhodou enzymatické hydrolyzy jsou predevSim
mirné reakéni podminky. Reakce probiha i za laboratorni teploty, pti pouziti alkalickych ¢i
kyselych katalyzatort jsou potiebné vysoké teploty a tlak. Nevyhodou hydrolyzy katalyzo-
vané enzymaticky je vSak relativné nizka vytéZnost reakce, Casova narocnost a nemalé na-
klady na pouzité enzymy. Hydrolyza slouZi predevs§im k pfipravé volnych mastnych kyse-

lin pro dalsi vyroby. [17], [28],[26], [30],[33]

2.2.3 Esterifikace

Opakem hydrolyzy je esterifikace. Estery mohou byt vyrobeny z kyselin nebo ze stavaji-
cich esteri vyménou alkylové nebo acylové skupiny. Je to iontova reakce katalyzovana
hydroxylovymi nebo vodikovymi ionty. Pii esterifikaci se nejprve vytvori monoacylglyce-
roly, z nichz dal§imi reakcemi vznikaji di- a triacyglyceroly. Za ptitomnosti kyselych (pf.
kyseliny sirova) nebo zasaditych katalyzatora (pi. alkalické kovy) mizeme reakci urychlit.
Reakce probiha za vysoké teploty i bez katalyzatoru, protoze uvoliiovana voda ihned téka
z reakéni smési, tudiz reakeéni rovnovaha se neustale posunuje ve prospéch esteru. [17],

[28]
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2.2.4 Adice mastnych kyselin na glycidol

K nejnovéjsim zplusobim syntézy MAG tadime otevieni epoxidového kruhu glycidolu
s naslednou nukleofilni adici, kde jako katalyzatory mizeme pouzit tercidrni aminy,
lanthanoidy, amoniové soli a dalsi slouceniny. Tato reakce je velice vyhodna pfedevsim
diky zna¢né univerzalité. Katalyzatory pro reakci jsou dostupné, popiipadé snadno piipra-
vitelné. K dalsim vyhodam patii zejména vysoka konverze, rychlost reakce (asi 90 min),
nizka reak¢ni teplota (90 °C) a nepfitomnost vedlejsich reakénich produktiu. Nevyhodou
reakce je obsah urcitého mnozstvi nezddoucich rezidui katalyzatoru a glycidolu, tudiz tento

produkt musi byt pro farmaceutické a potravinaiské ucely ¢istén. [21], [34], [35]

2.3 Priamyslové vyuziti monoacylglycerolii

o 4

uplatiiuje 60 - 72 % z celkové rocni produkce monoacylglycerolii. Mezi dalsi primyslova
odvétvi, kde se MAG vyuzivaji, 1ze zaradit primysl kosmeticky, farmaceuticky, plastikaf-

sky a textilni (Obr. 3). [21]

PlastikaFsky a Prodej
Kosmeticky a textilni
farmaceuticky primysl 12 %
pramysl 12 % _\

Potravinarsky
pramysl 60 %

Vyroba krmiv 16 %

Obr. 3. Vyuziti monoacylglyceroli v prumyslu. [21], [22]

Vyznam monoacylglyceroll v potravinafstvi je znacny, hlavné diky emulgac¢nim u¢inktim
téchto latek. Monoacylglyceroly se vyuzivaji jako emulgatory pro snizovani mezipovrcho-
vého napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin s rozdilnou polaritou, ¢imz pomahaji
zZlepsit spojovani vodné a olejové faze. Jsou nedilnou soucasti vyroby peciva, zmrzlin, ta-

venych syrt, margarind, Slehanych krému atd. ZlepSuji vlastnosti vyrobkt jako je napii-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

klad stabilita tukovych emulzi, vla¢nost tésta a udrzuji stalost pény. Zlepsuji i fermentacni
stabilitu tést, tzn. ze po vykynuti je té€sto odolngjsi vuci kolapsu zptisobenému mechanic-
kym zasahem. V cukrovinkaiském primyslu se MAG pouzivaji pro zlepSeni konzistence
zvykacek a k omezeni lepivosti karamelovych bonbont. Monoacylglyceroly kyseliny pal-
mitové a stearové se pridavaji rovnéz do ¢okolad a polev, ¢imzZ zabranuji vyvstavani tuku
na povrch. Estery MAG s kyselinou citronovou a mlécnou se zuzitkovavaji v masném
pramyslu, kde zvySuji vaznost jednotlivy vyrobkii, ¢ehoz se vyuziva pti vyrob¢ salamil.
Monoacylglyceroly s kyselinou citronovou aplikované nastiikem na maso, driibez, ovoce a

zeleninu napomahaji udrzovat vlhkost vyrobku. [25], [36], [37], [38]

Ve farmaceutickém primyslu se vyuzivaji monoacylglyceroly jako soucdsti transportnich
gelt farmak do organizmu. Jednou z vyhod monoacylglycerolt je, Ze jsou biokompatibilni,
biodegradabilni a nemaji iritujici u€inky. Diky svym emulga¢nim, lubrikacnim a zmékco-
vacim vlastnostem jsou dulezitou slozkou i v plastikarském a textilnim priimyslu. Vyhodou
MAG dale je, ze nejsou nijak Skodlivé pro zivotni prostiedi a jsou snadno biologicky od-
bouratelné. V obuvnickém prumyslu se MAG mohou vyuzivat jako antimikrobni prostfed-
ky slouzici k Gpravé stélkovych a podsivkovych materialti. Dale se MAG s nasycenymi
mastnymi kyselinami hojné uzivaji v primyslu kosmetickém, kde se upiednostiiuji vlast-
nosti MAG jako je stabilita, chemicka netenost v pfitomnosti bioaktivnich latek, schop-
nost penetrace, neiritujici t¢inky na pokozce a sliznici, stabilita vi¢i oxidaci a bezbarvost.

Uplatfiuji se pii vyrobé krém, télovych mlék, barev na vlasy a anti-perspirantd. [36], [38]

2.4 Antimikrobialni a¢inky monoacylglycerolii

Problematika bezpecnosti a udrznosti potravin a surovin, ze kterych se potraviny vyrabéji,
je stale v poptedi zdjmu laické 1 odborné vetejnosti. Jednim z cili potravinatské mikrobio-
logie je nachazet a testovat nové prostiedky, které by potlacovaly rist nezddoucich mikro-
organizmu v potravinach. Antimikrobialni latky by v 21. stoleti mély byt nedilnou soucasti
potravin. Piikladem takovych latek by mohly byt i monoacylglyceroly. Antimikrobialni
ucinky volnych mastnych kyselin jsou znamé jiz dlouho, avSak pfesny mechanismus toho-
to ucinku neni doposud objasnén. Podobné jako u mastnych kyselin, ani u jejich esterq,
monoacylglyceroll, neni pfesny mechanizmus inhibice mikroorganizmii znam. Pfesto lze
konstatovat, ze primarnim cilem ataku monoacylglycerolli je cytoplazmatickd membrana

mikrobialnich bun¢k. Podle jedné z hypotéz monoacylglyceroly, jakoZto neionické surfak-
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tanty, maji schopnost pronikat a zaclenit se do membrany. Timto zptisobem pak MAG mu-
zou narusit zédkladni biologické funkce vdzané na cytoplazmatickou membranu, tedy jeji
selektivni propustnost a transport zivin. Uz mikromolova koncentrace monoacylglycerolt
muze ovlivnit enzymovou aktivitu v cytoplazmatické membrané, coz prokazaly nedavné
studie. Dalsi hypotéza predklada, ze mastné kyseliny s kratkym a stfedn¢ dlouhym fetéz-
cem mohou V nedisociované podob¢ pronikat do bakterialnich bunék, disociovat ve vniti-
nim prostiedi bunky a zvysit tak kyselost bunééného obsahu. Snizeni hodnoty pH mize

vést k inaktivaci dulezitych intracelularnich enzymu. [27], [36], [40]

V soucasné dob¢ je za nejvyznamngjsi oblast uplatnéni MAG povazovan potravinaisky
pramysl, kde se ale tyto latky pouzivaji pouze jako emulgac¢ni ¢inidla nebo stabilizatory.
Vzhledem k faktu, Ze mnohé monoacylglyceroly dokazou potlacit rist relativné Sirokého
spektra mikroorganizmi, je mozné uvazovat i o0 moznosti vyuziti monoacylglyceroll ja-
kozto antimikrobnich agens v potravinach. Pfi takovych aplikacich by monoacylglyceroly
mohly plnit vice funkei, jednak zlepSovat funk¢ni vlastnosti potravin diky emulga¢nim

ucinklim, a také potlacovat riist nezadoucich mikrobialnich kontaminant.

Existuji mnohé studie zaméfené na antimikrobni plisobeni monoacylglycerolll. Literarni
zdroje se shoduji na tom, Ze monoacylglyceroly riznych mastnych kyselin maji odlisné

antimikrobialni schopnosti. [39], [40], [41], [42]

Aktivita monoacylglycerolt je zavisla na charakteru jejich molekuly, kde dilezitym hle-
diskem je pocet acylovych zbytkli vazanych na glycerol, délka uhlikatého fetézce mastné
kyseliny a pocet a poloha nenasycenych vazeb. Antimikrobni G¢innost klesa s délkou uhli-
katého fetézce. Inhibicni ucinky MAG a vysSich mastnych kyselin zavisi 1 na vlastnostech
bakterialni bunécné stény. Gram-negativni bakterie jsou odolnéjsi vici ucinkiim monoa-
cylglycerolli nez bakterie Gram-pozitivni, protoze obsahuji vétsi pocet lipopolysacharidl
V bunécné struktufe a jsou tak chranény proti u¢inkiim povrchové aktivnich latek (PAL).

[43], [44]

Piikladem monoacylglycerolu s antimikrobni aktivitou mize byt MAG Cjo., coZ je mono-
acylglycerol kyseliny kaprinové, ktery zabraiiuje nebo omezuju rust stafylokokti (a dalSich

gram-pozitivnich kok), bacilt, kvasinek nebo vlaknitych hub. [42]

Zna¢né antimikrobidlni G¢inky ma i MAG kyseliny laurové (Ci20), ktery je aktivni vuci

ristu gram-pozitivnich bakterii a potlacuje i rust plisni a kvasinek. [45]
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3 BAKTERIE

3.1 Bakterialni buiika

Bakterie jsou jednobunééné mikroorganizmy s prokaryotickym typem buriky. Od eukaryot
se lisi tim, Ze nemaji jadro oddéleno od cytoplazmy jadernou membranou a jsou asi deset-
krat mensi (n€kolik um). I pfes malé rozméery ma bakterialni bunka velky specificky po-
vrch umoziujici intenzivni metabolismus, ktery poméha rychlému rozmnozovani a rastu.
Bakterie jsou schopny tvofit vysoce rezistentni struktury, spory a obsahuji fadu sloucenin,
které se v ptirodé vyskytuji jen ojedinéle. Velikost bakterialni buniky se pohybuje v tadu
mikrometri. Z hlediska morfologie jsou zéakladni tvary bakterialnich bunék stafylokoky
(shluky kokt1), diplokoky (deformované koky ve dvojicich), opouzdiené koky, streptokoky
(koky v fetizcich), koky v tetradach a v paketach, zahnuté tyCinky, mykobakterie, spiroche-
ty a dalsi. Vyznamnou strukturou bakteridlni buiiky je jeji sténa, které je tvotrena peptido-
glykanem. Na zaklad¢ stavby bunééné stény se bakterie rozdéluji do dvou skupin, na bak-
terie Gram-pozitivni a Gram-negativni. Bakterialni buitka muize byt obalena slizem nebo
pouzdrem a na povrchu mohou byt fimbrie a bi¢iky. Povrchové struktury bakterii jsou no-
siteli vyznamnych toxickych, antigennich, adhezivnich a jinych biologickych u¢inkt a
rovnéz se Ucastni tvorby biofilmt. Vzhled bakterialni buiiky je znazornén na Obr. 4. [46],
[47], [48]

molekula bunééna sténa ribozémy cytoplazmatické
membréna

Obr. 4. Schéma prokaryontni burky. [49]
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3.2 Riast a mnozeni bakterii

Bakterialni burika, ktera se nachazi v okoli, kde ma vhodné chemické i fyzikalni podmin-
Ky, roste. Z okoli pfijima energii a Ziviny, a podle svého genetického programu modulova-
ného aktualnimi podminkami prostfedi syntetizuje sama sebe, vSechny C¢asti svého téla.
Zvétsuje jak svilj objem, tak svoji hmotnost. Kdyz dosahne urcité velikosti, rozdéli se pfic-
n¢ na dv¢ bunky, ty opét rostou a zvétsuji se. Doba mezi dvéma za sebou jdoucimi déleni-
mi buniky, tedy doba, od vzniku buiiky az do jejiho rozdéleni na dvé buiky dcefinné, se
nazyva generacni doba. Probiha-li rist a déleni delsi dobu, vznika z jediné bakterialni bun-
ky populace rostoucich buné¢k, kultura bakterii. Doba potiebna k tomu, aby se v rostouci
populaci pocet bun¢k zdvojnasobil, se nazyva doba zdvojeni a oznacuje se T. Rist mikro-
organizmu lze zkoumat z n€kolika hledisek, naptiklad z hlediska ziskdni maximalni bio-
masy, z hlediska morfologie a cytologie, z hlediska faktorti ptisobicich na tvorbu buné¢-
nych komponent a z hlediska odstranéni nebo pfemény urcitych slozek prostiedi (média).
[47], [50]

Na zivotnim cyklu individudlni bakterie je nejpozoruhodnéjsi schopnost autoreprodukce,
nebo-li vytvofeni kopie sebe samé. Zacatek procesu autoreprodukce je autoreprodukce
jéadra, které nese informaci o tom, jak bude bunika fungovat a jak ma vypadat. V celém pro-

cesu replikace bakteridlniho jadra rozliSujeme tii déje:
a) iniciace (zahajeni) replikace
b)  elongace (vlastni replikace)
c)  terminace (ukonceni replikace).

Jaderné dé€leni u bakterii spoc¢iva ve zhotoveni repliky dvojsroubovice DNA a oddéleni od
dcefinné bunky. Iniciace replikace DNA nastava pravidelné v intervalech, které se rovnaji
genera¢ni dobé. Rozdéleni chromozomt do dcetfinych bunék je uskutecnéno lokalnim ras-
tem bunécéného obalu, na néjz jsou oba chromozomy piipojeny. Bunécné deleni spociva
prevazné ve vytvoreni piicného septa, které da vzniknout dvéma stejné¢ velkym bunkam.
[50]

Rozlisujeme cCtyii typické faze rlstu bakterialni struktury. Prvni je klidova faze, nebo-li
tzv. lag faze, pii které se bakterie pripravuji na rist v novém prostiedi. Dochazi zde
k syntéze RNA (ribonukleova kyselina), enzymu a dal$ich molekul. Druha faze se oznacu-

je jako exponencialni faze (log faze — logaritmicka faze). V této fazi se bakterie mnozi ma-
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ximalni ristovou rychlosti a riist populace je exponencialni. Tato faze trva tak dlouho, do-
ku bakterie nevycerpaji ziviny. Dalsi, tieti fazi je stacionarni faze, kde se rychlost mnozeni
bakterii zpomaluje az do dosazeni stavu, kdy se pocet bunék jiz neméni. Je vycerpano ziv-
né médium. Posledni fazi je faze odumirani. Pocet odumfielych bunék je vétsi nez pocet
bun¢k vzniklych. Béhem zavére¢nych fazi ristu mize dochazet k tvorbe spor (tzv. sporu-
lace), které dokazou piezit nepiiznivé podminky. Ristova kiivka je znazornéna na Obr. 5.
[51]

T

Obr. 5. Riistova kifivka bakteridlni populace, kde na ose x je vynesen ¢as a na 0se
y pocet bakterii v kolonii. (A - lag faze, B — log faze, C — staciondrni faze, D — faze
odumirani) [51]

3.3 Gramovo barveni

Na zéklad¢ Gramovy reakce se bakterie déli na Gram-pozitivni a Gram-negativni. Rozdil
mezi témito skupinami je v tom, Ze Gram-pozitivni bakterie po usmrceni a odbarveni krys-
talovou violeti a mofenim Lugolovym roztokem (roztok jodidu draselného) zadrzuji kom-
plex krystalové violeti a jodidu draselného v bunééné st€n€ a neodbarvuji se organickymi
rozpoustédly jako je naptiklad etanol. U skupiny Gram-pozitivnich bakterii je tento kom-
plex z buné¢né stény vymyt etanolem nebo acetonem. Pokud bychom dale v odbarvovacim
procesu pouzili dalsi barvivo jako je safranin nebo karbolfuchsin, zbarvi se Gram-negativni
bakterie do rizova az do ¢ervena a Gram-pozitivni zustavaji fialové. Gramovo barveni je

zakladni metodou pfi ur€ovani rodl bakterii. Podkladem pro rozdilny vysledek Gramovy
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reakce jsou rozdily ve slozeni bunécné stény u Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bak-
terii. Mnohé rozdilné vlastnosti bakterii nalezicich do téchto dvou skupin jsou dany prave

odliSnou strukturou bunécné stény. [47]

3.3.1 Gram-pozitivni bakterie

Bunécna sténa Gram-pozitivnich bakterii je silnd, pfiblizn¢ 20 nm, a je tvofena silnou vrst-
vou peptidoglykanu, kterou pronikaji linearni fetézce teikoovych kyselin spojené s cyto-
plazmatickou membranou. Teikoové kyseliny jsou hlavnim povrchovym antigenem Gram-
pozitivnich bakterii. Buné¢na sténa téchto bakterii neobsahuje lipidy ani bilkoviny. Vyjim-
kou jsou jen mykobakterie, korynebakterie nebo nokardie, jejichz bunéc¢na sténa mize ob-

sahovat mnoho lipidt a voski. [47], [50]

V nésledujicim textu jsou blize charakterizovany Gram-pozitivni bakterie, které byly pou-
Zity v experimentalni ¢asti prace pro studium vlivu mikroemulzi obsahujicich monoacyl-

glyceroly na riist mikroorganizmu.

3.3.11 Rod Bacillus

Systematické zafazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Firmicutes, tiida Bacilli, fad Ba-

cillales, ¢eled’ Bacillaceae.

Bunky rodu Bacillus maji vétSinou tvar rovnych ty¢inek o rizné délce, usporadanych bud’
ve dvojicich nebo v fetizcich se zakulacenymi nebo ¢tvercovymi konci. Pohybuji se pomo-
ci peritrichalnich bi¢ikli. Bacily patii mezi bakterie, které jsou schopny tvofit endospory se
zna¢nou odolnosti k nepfiznivym vlivam prostfedi. Endospory jsou kulaté nebo ovalné,
Kliceni spor obvykle nevyzaduje specifické aktivacni faktory. Jsou to organizmy aerobni
nebo fakultativné anaerobni s Sirokou diverzitou fyziologickych schopnosti. Optimalni
ristova teplota se pohybuje mezi 15 az 55 °C. Nékolik druhi je patogennich pro obratlov-

ce a pro bezobratlé nebo zplisobuje potravinové otravy. [46], [52]
Bacillus cereus

B. cereus je velice rozsifeny v prostfedi a zpisobuje gastroenteritidy. Netvoii pouzdro a
roste ve velkych plstnatych koloniich. Ma velkou fadu toxint a faktori virulence, produku-

je fosfolipazu, hemolyziny a enterotoxiny. Bézné se vyskytuje v prostiedi, v pud¢,
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Vv prachu, ve stfevni mikroflote, kde vyvolava manifestni onemocnéni jen za urcitych pod-
minek. Nejcastéj$im onemocnénim jsou otravy z potravin, K jejichz vzniku je tfeba pozit
znacné mnozstvi bakterii. Tato bakterie je jednim z vyznamnych pivodct kaZeni potravin,
prevazné mléénych vyrobkl (pf. sladké srazeni mléka, hotknuti smetany) a vzhledem
Kk produkci termorezistentnich spor se podili na kazeni pasterovanych, ptipadné sterilizo-
vanych vyrobki. Dale kontaminuje maso a potraviny rostlinného pivodu jako jsou téstovi-

ny, ryze, zelenina, vafené brambory a dalsi. [46], [52], [53], [54]

Bacillus subtilis

Je velice rozsitfeny v prostiedi a Casto kontaminuje potraviny. Nezpusobuje vSak otravy po
pozieni jidla kontaminovaného touto bakterii a neni povazovan za lidsky patogen. Mlizeme
jej ale povazovat za patogen skotu zpisobujici zanét vemene. Je Casto vyuzivan jako pii-

datna latka do pracich prostfedku. [53], [55]

3.31.2 Rod Enterococcus

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Firmicutes, tiida Bacilli, ¥4d Lactobacillales,

¢eled’ Enterococcaceae.

Bunky tohoto rodu jsou sférické nebo ovoidni a ¢asto se vyskytuji po dvou, ve shlucich
nebo v kratkych fetézcich. Netvoii endospory ani pouzdra. Jsou fakultativné anaerobni,
chemoorganotrofni s fermentatornim metabolizmem, proto vyzaduji nutricné¢ bohatd mé-
dia. Hlavnim produktem fermentace je L(+)-kyselina mlé¢nd. Plyn se ale netvofi. Rostou
vétSinou v rozmezi 10 az 45 °C nebo pfi pH 9,6. Enterokoky jsou Siroce rozsifeny
Vv prostiedi, ve fekaliich obratlovctl, v potravindch a klinickém materidlu. Nékdy mohou
zpusobit pyogenni infekce a jsou souhrnné oznacovany jako ,,mlécné koky*. Zplsobuji
infekce mocovych cest a endokarditidy. Tvoii nezbytnou a prospé$nou cast stfevni mik-

roflory a vyskytuji se taky ve vaging, zfidka i v hornich dychacich cestach. [46],[52], [53]
Enterococcus faecalis
Tato bakterie byla izolovana z exkrementl (feces) Cloveéka a teplokrevnych zivocicht.
Buriky jsou vétSinou nehemolytické a vzacné tvoii B-hemolyzu. [56]

3.3.13 Rod Micrococcus

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Actinobacteria, tiida Actinobacteria, fad Acti-

nomicetales, ¢eled” Micrococcaceae.
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Micrococcus luteus

Bunky bakterie mikrokokl jsou sférické a vyskytuji se po dvou, ve Ctveficich nebo
v nepravidelnych shlucich, ale ne v fetizcich. Jsou nepohyblivé, nesporulujici a striktné
aerobni. Rostou na béznych médiich. Optimalni ristova teplota je v rozmezi 25 az 37 °C.
Vyskytuji se hlavné na klizi savct, V prostfedi a v potravinach. Jsou povazovany za nepa-
togenni. Na agarovych padach mohou mikrokoky vytvaret zluté, oranzové az Cervené Ko-

lonie. Micrococcus luteus je zluté pigmentujici. [52], [53]

3.3.14 Rod Staphylococcus

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, Kmen Firmicutes, tfida Bacilli, fad Bacillales, ¢eled’

Staphylococcaceae.

Bunky jsou sférické, vyskytuji se jednotlivé, po dvou a v nepravidelnych shlucich, obcas
Vv tetradach. Jsou nepohyblivé, nesportujici, fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni.
Kolonie jsou obvykle neprihledné, taky ale mohou byt bilé, krémové nebo az zluté a Zlu-
tocervené. Optimalni ristova teplota je 30 az 37 °C. Patii mezi vSudy piitomné bakterie.

[46], [53]

Staphylococcus aureus

vvvvvv

[ 4

nejbéznéjsich hnisavych onemocnéni klize aZ po sepse a intoxikace. Je rovnéz komenzalem
teplokrevnych zivocichd a ¢loveéka. Nejéastéji kontaminuje mlécné vyrobky, lahtidky, ma-
so, Sunky, ryby, pudinky, salatové dresinky a moiské plody. Nejvétsi riziko kontaminace je
u potravin s vysokym podilem ru¢ni prace. PomnoZzuje se v potravinach ponechanych delsi

dobu pii pokojové teploté. [46], [53], [57]

3.3.2 Gram-negativni bakterie

Sténa Gram-negativnich bakterii je sice ten¢i nez sténa Gram-pozitivnich (asi 10 nm), ale
na druhou stranu je podstatné slozitéjsi. Je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu, nad niz
je membrana se strukturou podobnou jinym biologickym membranam. Oznacujeme ji jako
vngj$i membranu a sklada se z dvojvrstvy fosfolipidi a bilkovin. Vnéj$i membrana je spo-
jena s peptidoglykanem molekulami lipoproteinu a na povrchu této membrany jsou lokali-

zovany lipopolysacharidy, které udéavaji buiice antigenni vlastnosti. Mezi vnéj$i membra-
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nou a peptidoglykanem je tzv. periplazmaticky prostor. Obsah lipidii v bunééné sténé je
pfi¢inou zvysené odolnosti k aniontovym povrchové aktivnim latkdm (napi. mydla). Bu-

nééna sténa je kieh¢i nez u Gram-pozitivnich bakterii, ale je odolné&jsi. [47], [50]

V nasledujicim textu jsou blize charakterizovany Gram-negativni bakterie, které byly pou-
zZity v experimentalni ¢asti prace pro studium vlivu mikroemulzi obsahujicich monoacyl-

glyceroly na rist mikroorganizm.

3.3.21 Rod Citrobacter

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled” Enterobacteriaceae.

Bakterialni buiika je ve tvaru ty¢inek, je bud’ nepohybliva nebo pohybliva pomoci peritri-
chalnich bi¢ikd, netvoii endospory ani cysty. Je fakultativné anaerobni a chemoorganotrof-
ni. Optimalni teplota rtstu je 37 °C., ale jsou 1 vyjimky bakterii tohoto rodu, které rostou 1
pfi niz§ich teplotach. Nachazi se ve stolici &lovéka a zvifat. Casto byva izolovan z klinic-
kého materidlu jako patogen. Dale se vyskytuje v piid€, v potravinach a odpadni vodé. Mi-

ze zpusobovat bakteriémie az sepse, meningitidy a mozkové abscesy. [46], [53]
Citrobacter freundii

C. freundii zptisobuje celou fadu infekci, avsak pouze u 0sob se snizenou imunitu. Jedna se
tedy o oportunné¢ patogenni bakterii. Tuto bakterii mtizeme nalézt v pudé, ve vode, v kana-
lizaci a dulezitym tkolem téchto mikroorganizmt je redukovani dusi¢nanti na dusitany,

coz je velmi dilezité pro cyklus dusiku. [58]

3.3.2.2 Rod Escherichia

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled” Enterobacteriaceae.

Zakladni charakteristika rodu Escherichia je stejna jako u rodu Citrobacter, oba mikroor-
ganizmy nalezi ke stejné Celedi Enterobacteriaceae a maji tak fadu spole¢nych znak.
Escherichie se vyskytuji jako normalni fléra v koncové c¢asti stievniho traktu teplokrev-

nych zivo€icht. Jsou to fakultativné anaerobni, bic¢ikaté bakterie a zajistuji svému hostiteli
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ptijem vitaminu K. N&které kmeny escherichii jsou pro ¢lovéka patogenni. Zpusobuji in-

fekce mocovych cest a traviciho traktu. [46], [53]
Escherichia coli

Nékteré kmeny E. coli muzou produkovat enterotoxiny nebo jiné faktory patogenity a vi-
rulence, zptsobujici prijmova onemocnéni. Jsou také ptivodcem onemocnéni mocovych
cest. V potravinaistvi a vodarenstvi je E. coli vyuzivana jako indikatorovy mikroorgani-

zmus sanitace a dodrzovani hygienickych podminek. [52], [53]

3.3.2.3 Rod Pseudomonas

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Pseudomonadales, ¢eled’ Pseudomonadaceae.

Bunky zde maji tvar rovnych nebo mirné zaktivenych ty¢ek. Mnoho druht akumuluje po-
ly-B-hydroxybutyrat jako rezervni material. Pseudomonady maji polarni bi¢iky, které jsou
jen ziidka nepohyblivé. Jsou mikroorganizmy chemoorganotrofni a aerobni se striktné re-
spiratornim typem metabolizmu, kdy kyslik je kone¢nym akceptorem elektronli. VétSina

druhii nevyzaduje zadné rustové faktory. [46], [53]
Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa se vyskytuje v pudé¢, vodeé, klinickém materialu a mize byt patogenni i pro
rostliny. Je u ni také znama fada celularnich i extracelularnich slozek pusobicich jako fak-

tory virulence. [53]

3.3.24 Rod Salmonella

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled’ Enterobacteriaceae.

Bakterii Salmonella enterica miZeme zafadit stejné jako bakterie Citrobacter freundii a
Escherichia coli do ¢eledi Enterobacteriaceae. Zakladni charakteristika je tedy totoZna.
VSechny salmonely maji urcité kultivacni, biochemické a sérologické vlastnosti spole¢né,
ale nemaji stejného hostitele a u lidi zptisobuji rozdilnd onemocnéni. Vyskytuje se u Clove-
ka, teplokrevnych a studenokrevnych zivocichti, v potravinach a v prostiedi. Jsou patogen-
ni pro clovéka i pro mnoha zvifata. Jsou to infekéni agens tyfu, stfevnich horecek,
gastroenteritid a septikemii. Nejcastéji vSak salmonely zptsobuji prijmova onemocCnéni.
[46], [52], [53]
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Salmonella enterica

Druh S. enterica nékolik sérovarti vyvolavajicich onemocnéni s riznymi klinickymi proje-
VY, a to gastroenteritidu, bakteriémii, stfevni horeCku a asymptomatické bacilonosiéstvi.
Druh obsahuje piedev§im plvodce onemocnéni zvifat (zoopatogenni salmonely), které
kontaminuji potraviny zivoc¢isného ptivodu a u ¢lovéka vyvolavaji akutni gastroenteritidy.
K nakaze obvykle dojde pii konzumaci potravin kontaminovanych infikovanymi vykaly
nebo pfi kontaktu s infikovanym zvifetem nebo ¢lovékem. Mezi potraviny, které piedsta-

vuji vetsi riziko, patii maso, dribez a mlééné a vaje¢né vyrobky. [59]

3.3.25 Rod Serratia

Zatazeni bakterie- doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled” Enterobacteriaceae.

Zakladni vlastnosti serracii jsou totozné s ostatnimi zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae.
Neékteré druhy tvoii Cerveny pigment. Vyskytuji se v humannim klinickém materialu, na
povrchu rostlin, ve vodg, v pudé a v podstaté v celém prostiedi. Dale také ve stfevnim trak-
tu hlodavcti a hmyzu. [46], [53]

Serratia marcescens

S. marcescens je vyznamnym oportunnim patogenem pro hospitalizované pacienty. Zpi-
sobuje taky septikémie, infekce mocovych cest, riizné infekce zvifat a je ¢astym puvodcem

nozokomialnich infekci. [53]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

4 MATERIALY A PRISTROJE

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly (MAG) byly vyrobeny adici mastné kyseliny na glycidol za katalytic-
kého ptisobeni chromitych iontd. Monoacylglyceroly pouzité v experimentalni ¢asti baka-
laiské prace byly pipraveny v laboratofich Ustavu Technologie Tukl, Tenzidt a Kosmeti-

ky.

Pro ptipravu mikroemulzi byly pouzity nasledujici MAG:

monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG Cio,)

monoacylglycerol kyseliny undekanové (MAG Ci1.0)

monoacylglycerol kyseliny undecenové (MAG Ci1.1)

monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG Ci2.)
Surfaktant

- Propanol (propan-1-ol) (C3sHgO)
Kosurfaktant

- Tween 80 (sorbitan monooleat), neionicky surfaktant, HLB 15

4.2 Pouzité mikroorganizmy a kultivaéni média

Pro sledovani antimikrobialnich G¢inkd pfipravenych mikroemulzi byly pouzity nasledujici

kmeny bakterii ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmi (CCM):
- Bacillus cereus CCM 2010
- Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
- Citrobacter freundii CCM 7187

- Enterococcus faecalis CCM 4224
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Escherichia coli CCM 3954

- Micrococcus luteus CCM 732

- Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

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

- Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Vsechny bakteridlni kmeny, které byly pouzity v experimentdlni ¢asti bakalatské prace,
byly uchovavany na masopeptonovém agaru (MPA) pfi teploté 4+2 °C. Kultiva¢ni médium

MPA mélo nasledujici slozeni:

Beef extract (HiMedia) ........c.cccceevvveiveiecccecc e, 3090
Pepton (HIMEdia) ........cccevvevviiiieee e 509¢
AGAT s 1509
NaCI (LACh-NEI) ....ooviiiiiiiiiirerreeeee e 5040
destilovand voda ..........cccccceeeeiiieiiieeeeee e 1000 ml

Kone¢né pH (pii 25 °C) bylo upraveno na hodnotu 6,8 + 0,2.

Pro stanoveni inhibi¢nich u¢ink monoacylglyceroli, bylo ptipraveno inokulum bakterial-

nich bun¢k v masopeptonovém bujénu (MPB) o nasledujicim slozeni:

Beef extract (HIMedia) .........cccccevvevveiiieeiiciie e 3,09
Pepton (HIMEdia) .......ccoovereiiiiiiiieeee e, 500
NaCl (LACh-NEI) ....ooviiiiiiiiiierireeee e 5090
destilovanad voda ...........ecceeeiiieniiiiiiee e 1000 ml

Kone¢né pH (pii 25 °C) bylo upraveno na hodnotu 7+ 0,2.

4.3 Pouzité pristroje, zarizeni a pomiicky
- Analytické vahy Sartorius, BA 110

- Vortex Heidolph, Reax top



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

- Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)

- Autoklav Varioklav H+P

- Biologicky termostat Memmert INE 600

- Pfistroj Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad, USA)
- Software Microplate Manager 5.2.1. (Bio-Rad, USA)

- Automatické mikropipety (100-1000 pl, 0,5-10 pl)

- Laboratorni sklo (kddinky, zkumavky, pipety)

- Laboratorni plasty (zkumavky, stfikacky, mikrotitraéni desti¢ky, ockovaci klicky,

Spicky pro automatické mikropipety
- Stiikackové filtry o velikosti pora 0,22 um

- Ostatni béZné laboratorni pomticky a vybaveni.

4.4 Dekontaminace pouZzitého materialu

Vsechno, co bylo pouzito pii laboratorni praci, tzn. veskery material jako plasty, sklo, mik-
rotitra¢ni desticky, Spicky atd., bylo dekontaminovéano v autoklavu pti 132 °C po dobu 20

minut.

4.5 Priprava mikroemulzi

Mikroemulze, pro testovani antibakteridlnich u¢inkt, byly pfipraveny nésledujicim postu-
pem. Jako alkohol byl pouzit propanol (propan-1-ol), dale byl pouzit jako surfaktant
Tween 80, ktery je vhodny pro systémy tvofici emulze typu olej ve vodé O/V, diky své
hodnoté¢ HLB 15. Nejprve byl ptipraven roztok MAG v propanolu navazenim 1 g monoa-
cylglycerolu do 5 ml propanolu. Poté se pfipravil roztok surfaktantu ve vodé. Navazi se
2,25 g Tween 80 a ptida se 20 ml destilované vody. Nasledné se vznikly roztok promichal
na vortexu. Po promichani se roztok tweenu sterilizoval filtraci ptes 0,22 um sterilni filtr
do sterilni plastové zkumavky pro odstranéni potencidlni mikrobiologické kontaminace.
Plastova zkumavka byla pfedem sterilizovana pomoci UV zafeni po dobu cca 15 minut.

Déle se do 20 ml filtrovaného roztoku tweenu ve vod¢ ptidalo 250 pl roztoku MAG
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v propanolu. Po pfidani jednotlivych slozek byla provedena dikladnd homogenizace

S pouzitim vortexu.

Ptipravena byla také mikroemulze pro slepy pokus, ktera neobsahovala monoaclyglycerol,

ale pouze 250 pul propanolu, 2,25 g Tween 80 a 20 ml destilované vody.

4.6 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni suspenze byly pfipraveny zaockovanim tekutého média (MPB) a kultivaci bak-
terii. Pro experiment bylo pouzito 5 Gram-pozitivnich a 5 Gram-negativnich druht bakte-
rii. Pomoci klicky, kterd byla vysterilizovana nad plamenem kahanu, byl odebran vzorek
zasobnich bakterialnich kultur na Petriho miskach a ty byly nasledné zao¢kovany do 6 ml
MPB ve zkumavkach. Kultivace bakterii probihala v termostatu pii 30 °C po dobu 24 ho-
din.

4.7 Priiprava mikrotitra¢ni desti¢ky

Ptipravend mikroemulze byla pipetovana v daném mnozstvi do zkumavek s odpovidajicim
mnozstvim sterilntho MPB do celkového objemu roztoku 4 ml. Pfesny pipetovany objem
obou komponent a vysledna koncentrace roztoku je uvedena v Tab. 2. Dale se takto piipra-
vené roztoky pipetovaly do jamek mikrotitra¢ni destiCky pomoci mikropipety v objemu
200 pl a zaoCkovavaly se Sul bakterialni suspenze. Vedle sebe byly vzdy dvé stejné kon-
centrace pro jednu suspenzi bakterii, aby kazda hodnota byla naméfena dvakrat. Soucasti
desticky byla i1 negativni a pozitivni kontrola. Jako pozitivni kontrola slouzil ¢isty MPB, ve
kterém nebyla obsazena mikroemulze s ptislusnym MAG. Cisty MPB byl pouze zaocko-
van danou bakteridlni suspenzi. U pozitivni kontroly se neptfedpoklada Zadny inhibi¢ni
ucinek na rust bakterii. Pfipraveny masopeptonovy bujon s mikroemulzemi obsahujici
MAG bez zaockovani pfislusnou bakteridlni suspenzi pfedstavoval negativni kontrolu. Zde
se neocekaval zadny bakterialni rtst. Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla kultivo-
vana pfi laboratorni teploté po dobu 24 hod Vv pfistroji Microplate Reader Benchmark, po-
moci softwaru Microplate Manager 5.2.1. byla ve 30-ti minutovych intervalech méfena
hodnota optické hustoty pii 655 nm (ODgss). Pied kazdym méfenim se vzorky 10 sekund
prottepavaly.
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Z namétenych hodnot byly vypocitdny priméry a z nich byly sestrojeny rastové kiivky.
Rozdily v ristu bakterii v ¢istém médiu a v médiu s pfislusnou koncentraci mikroemulze
byly hodnoceny jako index rustu (IR) po 15 hodinach kultivace. Index ristu byl vypocitan
podle vztahu dle Blaszyk a Holley (1):

DDGEE - DDNK
0D,

IR (%) = =100

1)
Kde:

IR.........index rastu bunék

ODsgss. .. hodnota zakalu suspenze testované kultury v médiu s ptislusnou koncentraci mik-

roemulze
ODnk. ... hodnota zakalu negativni kontroly pro piislusnou koncentraci mikroemulze

ODpgk.....hodnota zékalu pozitivni kontroly

Tab. 2. Poméry mnozstvi mikroemulze a MPB

Roztok | Koncentrace MAGvV | MnoZstvi mikro- MnozZstvi
roztoku [pg/ml] emulze [ml] MPB[mlI]
1 1500 2,4 1,6
2 1250 2 2
3 1000 1,6 2,4
4 750 1,2 2,8
5 500 0,8 3,2
6 250 0,4 3,6
7 100 0,160 3,840
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5 VYSLEDKY

5.1 VIiv mikroemulzni s monoacylglyceroly na rist bakterii

Pro praktickou cast bakalafské prace byla vybrana skupina sedmi monoacylglycerolu, kte-
ré se lisi typem navazané mastné Kyseliny. Testovany byly MAG nasycenych mastnych
kyselin se sudym poétem uhliki (MAG kyseliny kaprinové MAG Ci00, MAG kyseliny
laurové MAG Ci12.0), nasycenych mastnych kyselin s lichym poétem uhlikit (MAG kyseli-
ny undekanové MAG C1i1:0) a nenasycenych mastnych kyselin (MAG kyseliny undecenové
MAG Ci1:1). Téchto pét MAG bylo testovano na deseti bakteriich, péti Gram-pozitivnich a
péti Gram-negativnich. Poté byl rust bakterii hodnocen v tekutém médiu jako zména optic-
ké denzity suspenze bunék pii 655 nm. Dale byly sestrojeny ristové kiivky. VSechny
rustové kiivky jsou znazornény v prilohovém materidlu. Z vyhodnocenych dat byly dale
spocitany indexy rastu (IR), jejichz srovndnim byly vyjadieny antimikrobni u¢inky mono-

acylglycerolt, a nasledné byly graficky znazornény.
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5.1.1 Vliv monoacylglycerolii na Gram-pozitivni bakterie

5.1.1.1 VIiv mikroemulzni s MAG na riist Bacillus cereus CCM 2010

VIliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na rtst bakterii byl sledovan v rozmezi koncentraci
100 — 1500 mg/ml. Po 15 hodinach kultivace vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni i¢inky mikro-
emulze s MAG Cip.0, MAG Ci10 @ MAG Cy1:. Inhibi¢ni ucinek byl vyrazny piedev§im
Vv koncentracich vyssich nez 250 pg/ml (Obr. 6.). U mikroemulze s MAG Ci,a u slepého
pokusu (SP), kde nebyl pouzit Zddny monoacylglycerol, byly inhibi¢ni u¢inky vyrazné
mensi. Nejmensi inhibice byla zaznamenana pro vSechny monoacylglyceroly u koncentra-

ce 100 pl/ml, kde se index rastu pohyboval mezi 130 — 140 %.

Z grafu je rovnéz patné, ze 1 mikroemulze bez ptidavku monoacylglycerolu, tedy slepy
pokus, ma ve vysSich testovanych koncentracich inhibi¢ni vliv na rist mikroorganizmd.
Lze ale konstatovat, ze piidavkem MAG do kompozice mikroemulze se inhibi¢ni aktivita
zvysuje. V ptitomnosti mikroemulze bez MAG v koncentraci 750 pg/ml doséhl index riistu
B. cereus hodnoty 80 %, po pfidani MAG Cio,0 do emulze byl IR pro stejnou koncentraci
niz8i nez 10 %. K podobnému zvySeni antibakterialni aktivity mikroemulze doslo i po

pridani MAG Cji1.0 @ MAG Ci1:1. U MAG Cy2 nebylo snizeni IR tak vyrazné.

160
140 o
120 —
W1500 pg/ml
100 1250 pg/ml
<3 W1000 pg/mil
— 30
o W50 pg/mil
60 W500 pg/ml
250 pgiml
40
100 pgimil
20
o B =
MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 SP

Obr. 6. Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na rist bunék Bacillus cereus

CCM 2010 po 15-#i hodinach kultivace.
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5.1.1.2 VIiv mikroemulzi sMAG na rist Bacillus subtilis subsp. spizizenii
CCM 4062

Na Obr. 7. miizeme pozorovat, jaky inhibi¢ni G¢inek vykazovaly jednotlivé mikroemulze s
MAG a slepy pokus na B. subtilis. Stejn¢ jako u B. cereus, m¢ly i na tuto bakterii nejveétsi
inhibiéni vliv mikroemulze s MAG Cig.0, MAG Ci10 @ MAG Ci1:1. Mikroemulze s MAG
C11:1 pusobila inhibi¢né v celém rozmezi koncentraci a hodnoty indexu rustu pii vSech tes-
tovanych koncentracich neptesahly 20 %. Nejméné inhibi¢né pusobila mikroemulze s
MAG Cizo. V pfitomnosti mikroemulze s MAG Cjz byl dokonce index ristu zvysSen
oproti kontrolnimu vzorku a zda se tedy, Ze tato mikroemulze ma na rust B. subtilis spise
stimulacni vliv. Mikroemulze s timto monoacylglycerolem m¢la dokonce horsi inhibi¢ni
uc¢inky nez slepy pokus bez MAG. Toto zjisténi je ponc¢kud piekvapivé vzhledem k tomu,
ze samotny MAG Cj,. inhibuje rist bakterii rodu Bacillus. Uplnou inhibici bacili monoa-
cylglycerolem mastné kyseliny s 12 uhliky v fetézci prokazala napiiklad Bunkova a kol.

[40]. Zda se tedy, ze slozky mikroemulze potlacuji inhibi¢ni ptisobeni MAG Ciz9 Na B.

subtilis.
300
250
W1500 pg/ml
200
1250 pg/ml
= W1000 pg/ml
s 150
o m750 pg/ml
W500 pg/ml
100
250 pg/ml
100 pg/ml
50 —
0 - =
MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 SP

Obr. 7. Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na riist bunék Bacillus subtilis
subsp. spizizenii CCM 4062 po 15-ti hodindch kultivace.
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5.1.1.3 VIiv mikroemulzni s MAG na riist Enterococcus faecalis CCM 4224

Bakterie Enterococcus faecalis je oproti piedeslym bakteriim vii¢i mikroemulznim s MAG
odolngjsi, jak ukazuje i Obr. 8. Enterokoky jsou vSeobecné povazovany za bakterie se
znacnou fyziologickou odolnosti. Rostou v pfitomnosti 6,5 % NaCl, pii pH 9,6 a v pfitom-
nosti 40 % zluce. Jsou dokonce i odolné vii¢i zvySenym teplotam a pii teploté 60 °C piezi-

vaji az 30 minut. [60]

Nejvétsi inhibicni ucinky vykazovala mikroemulze s MAG Cig,, kde se index rtstu u kon-
centraci 750, 1000, 1250 a 1500 pg/ml pohyboval v rozmezi 1 — 2 %. Ptijatelnou antibak-
teridlni aktivitu méla i mikroemulze s MAG Ci1., V jejiz ptitomnosti klesl index rustu az

na piiblizné 5 %. Nejvice odolna byla bakterie k mikroemulzi s MAG Cj1.1.

120
100
W1500 pgimi
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W1250 pgiml
[y W1000 pg/ml
£ 60
o 750 pg/mi
W500 pg/ml
40
250 pgd/mil
100 pg/ml
20
o L I ool
MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 SP

Obr. 8. VIiv mikroemulzi s monoacylglyceroly na riist bunék EnterococCus

faecalis CCM 4224 po 15-ti hodindch kultivace.

5.1.1.4 Viiv MAG na rist Micrococcus luteus CCM 732

Pro studium ucinkd vybranych monoacylglycerold na rast Micrococcus luteus CCM 732
byla zvolena $kala koncentraci MAG 100 — 1500 pg/ml. Hodnoty indexu ristu po 15-ti
hodinach jsou znazornény na Obr.9. S vyjimkou mikroemulze s monoacylglycerolem ky-

seliny laurové (MAG Ciy.), Ktera ptisobi inhibi¢né jen ve vyssich testovanych koncentra-
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cich 750 — 1500 pg/ml, byly vSechny ostatni mikroemulze s MAG uc¢inné v relativ-
né nizkych koncentracich. Nejlépe inhibi¢né pisobila mikroemulze s MAG kyseliny s 11
uhliky v fetézci (MAG Ci1.0), kdy v koncentraci 750 pg/ml byl index ristu snizen na 1 %.
Znacna aktivita tohoto MAG byla zjisténa v praci Bunkové a kol. [40]. V této studii zpu-

sobil MAG Ci1.0 @a MAG Cj,.0 kompletni inhibici ristu uz v nejnizsi testované koncentraci

25 pg/ml
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W1250 pgiml
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o 30 750 pg/mi
W500 pg/ml
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MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 SP

Obr. 9. VIiv mikroemulzi s monoacylglyceroly na riist bunék Micrococcus luteus

CCM 732 po 15-ti hodinach kultivace.

5.1.1.5 VIliv mikroemulzi s MAG na rist Staphylococcus aureus subsp. au-
reus CCM 3953

Poslednim Gram-pozitivnim druhem, ktery byl testovan na citlivost k piisobeni monoacyl-
glycerolt, byl Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 a rozmezi testovanych
koncentraci bylo 100 -1500 ug/ml. Hodnoty indexu ristu jsou zaznamenany na Obr. 6.
Bylo zjisténo, ze na bakterii S. aureus subsp. aureus pusobily inhibi¢né vS§echny mikro-
emulze s MAG, mikroemulze bez piidavku MAG (slepy pokus), snizovala narast bakterii
az v koncentracich vyssich nez 1000 pg/ml. Nejnizsi index riistu byl zaznamenan u mikro-

emulze s monoacylglycerolem kyseliny undekanové, 1 %. Schopnost MAG Cji. branit
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ristu S. aureus byla prokazana i v praci Bunkové a kol. [40] tato bakterie nerostla

v ptitomnosti MAG kyseliny undekanové v koncentracich vyssich nez 100 pg/ml.

160
140
120
W1500 pg/mil
100 W 1250 pgiml
;“‘ W1000 pg/ml
E 80
o W750 pg/ml
60 m500 pgiml
250 pg/mil
40
w100 pg/mil
20
O _
MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 SP

Obr. 10. Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na rist bunék Staphylococcus

aureus subsp. aureus CCM 3953 po 15-i hodindch kultivace.
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5.1.2 VIiv mikroemulzni s monoacylglyceroly na Gram-negativni bakterie

5.1.2.1 VIiv mikroemulzni s MAG na rust Citrobacter freundii CCM 7187

V ptipadé vlivu mikroemulzi s MAG na rust bakterie Citrobacter freundii, s vyjimkou mo-
noacylglycerolu kyseliny kaprinové, ktera pusobila inhibi¢n¢ ve vSech koncentracich, a
taky castecné mikroemulze s MAG kyseliny undekanové, ktera ma nejvétsi inhibicni Géin-
ky v koncentracich 750, 1000, 1250 a 1500 pg/ml, byly ostatni testované MAG malo u¢in-
né. Podobné jako u dalSich testovanych bakterii, i u C. freundii byly nejslabsi antibakteri-
alni G¢inky zaznamenany pro mikroemulzi s MAG Ciy index ristu nizsi nez 50 % byl

dosazen az pti nejvyssi testované koncentraci 1500 pg/ml.

120
100
m1500 pz/ml
80 W1250 pg/ml
) m1000 pg/ml
§ 60
o W750 pg/ml
500 png/mi
40 -
w250 pg/ml
w100 |
20 | pg/m
0 _
MAG C10:0MAGC11:O0MAGC11:1 MAGC12:0 SP

Obr. 11. Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na riist bunék Citrobacter freundii
CCM 7187 po 15-ti hodinach kultivace.

5.1.2.2 VIiv mikroemulni s MAG na riist Escherichia coli CCM 3954

Pro sledovani ucinka mikroemulzi s MAG na rast Escherichia coli CCM 3954 byly zvo-
leny stejné koncentrace MAG jako v piipadé Citrobacter freundii. Vysledky vyjadiené

jako index rustu uvadi Obr. 12. Bylo zjisténo, ze bakterie E. coli je pomérn¢ odolna. Nej-
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lepsich vysledkti dosahuje mikroemulze s MAG Cji.9 V rozmezi koncentraci 750 — 1500
pg/ml. Index ristu se zde snizil az na necelé 1 %. Mén¢€ uspokojivé byly vysledky mikro-
emulze s monoacylglycerolem kyseliny undecenové (MAG Cji), kde byla prokazana
inhibice az ve vyssich koncentracich, kdezto pii koncentracich nizsich byl index rastu pii-

blizné 100 %.

120

100

W1500 pg/ml

m1250 pg/ml

m1000 pg/ml

IR (%)

750 pg/ml
w500 pg/ml
250 pg/ml

w100 pg/ml

MAG MAG MAG MAG SP
C10:0 C11:0 Cl1:1 C12:0

Obr. 12. Vliv monoacylglycerolii na riist bunék Escherichia coli CCM 3954 po
15-ti hodinach kultivace.

5.1.2.3 VIiv mikroemulzni s MAG na rist Pseudomonas aeruginosa CCM
3955

Na Obr. 13. mizeme pozorovat, ze bakterie Pseudomonas aeruginosa je také odolna vaci
mikroemulzim s MAG, podobné jako E. coli. Caste¢na inhibice ristu byla pozorovana u
vSech mikroemulzi s MAG, s vyjimkou monoacylglycerolu s 12 uhliky v fetézci, kde byl
ve vSech testovanych koncentracich zaznamenan index rastu vys$si nez v kontrolnim vzor-
ku. Nejmensi indexy rasti méla mikroemulze s MAG Cio.. V koncentraci 750 pg/ml index

rustu dosahoval pouhych 4 %.
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Obr. 13. Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na riist bunék Pseudomonas

aeruginosa CCM 3955 po 15-ti hodindch kultivace.

5.1.2.4 VIiv mikroemulzni s MAG na riist Salmonella enterica subsp. enteri-

ca ser. Enteritidis CCM 4420

Utinek vybranych monoacylglycerold v rozmezi koncentraci 100 - 1500 pg/ml byl sledo-

vani na bunikach Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 (Obr. 14.).

Nejvyssi antibakterialni aktivita byla pozorovana u mikroemulzi s MAG Ci10 a8 MAG

Ci0:0- K téméf uplné inhibici rustu studovaného kmene vedla aplikace mikroemulze s MAG

kyseliny undekanové pti koncentraci 750 a 1000 ug/ml. Index ristu byl 3 %, respektive 11

%.
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Obr. 14. Vliv mikroemulzi s monoacylglycerolii na rist bunék Salmonella enterica

subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 15-ti hodindch kultivace.

5.1.2.5 VIiv mikroemulzi s MAG na rist Seratia marcescens subsp. mar-
cescens CCM 303

Na Obr. 15 je graficky znazornén index rastu bunék Serratia marcescens subsp. mar-
cescens CCM 303 po 15-ti hodinach kultivace v pfitomnosti testovanych monoacylglyce-
rolt. Tato Gram-negativni bakterie, stejné jako i Gram-negativni druhy, je vi¢i monoacyl-
glycerolim odolné&jsi nez bakterie Gram-pozitivni. Z grafu lze vycist, Ze mikroemulze
S MAG Cj11 méla nejmensi inhibi¢ni G¢inky. U koncentrace 100 pug/ml index ristu dosa-
huje 110 %. Neju¢innéjsim antibakterialnim agens byla mikroemulze s MAG kyseliny s 11
uhliky v fetézci (MAG Ci1.), kdy pii koncentraci 1000 pg/ml byl index rustu pouhych 0,4
%. Pfi niz8ich testovanych koncentracich (100 - 500 pg/ml) se index rustu pohyboval v

rozmezi 60 - 95 %.
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Obr. 15. Vliv mikromeulzi s monoacylglyceroly na riist bunek Seratia marcescens

subsp. marcescens CCM 303 po 15-ti hodindch kultivace.
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6 ZAVER
Cilem této bakalatské prace bylo pfipravit stabilni mikroemulze monoacylglycerolt, které

maji antimikrobni G¢inky. Tyto ucinky byly poté zkouseny na deseti vybranych bakteriich

a dosazené vysledky antimikrobni aktivity mikroemulzi s MAG lze shrnout nasledovné:

- U vSech mikroemulzi obsahujicich studované monoacylglyceroly byl zaznamenan
pokles hodnoty indexu ristu se stoupajici koncentraci mikroemulze s MAG v kulti-
vacnim médiu.

- Gram-negativni bakterie byly vii¢i MAG vice odolnéjsi nez bakterie Gram-
pozitivni.

- Nejcitlivéji reagovala na pfitomnost mikroemulze s MAG Gram-pozitivni bakterie,
Bacillus cereus. Nejnizsi index rustu byl zjistén u mikroemulze s MAG Cy;.1. U
mikroemulze s MAG Ci2 byl naopak rist nejméné ovlivnén.

- Na rust bakterii ptisobila inhibi¢né i mikroemulze bez piidavku monoacylgycerolu,
antibakterialni aktivita mikroemulze vSak byla zvySena pfidavkem nékterych
MAG.

- Antimikrobni ptisobeni mikroemulzi je zna¢né ovlivnéno typem ptidaného monoa-
cylglycerolu.

- U Gram-pozitivnich bakterii nejméné antimikrobialné plisobila mikroemulze
s MAG mastné kyseliny s 12 atomy uhliku v fetézci (MAG Ci2.0). Nejlepsich vy-
sledkti dosahla mikroemulze s MAG kyseliny undekanové.

- U Gram-negativnich bakterii bylo zji$téno, ze mikroemulze s MAG Cj1.0 méla nej-
lepsi antimikrobidlni ucinky, kdezto nejmensi antimikrobidlni aktivitu vykazovala

mikroemulze s MAG Ci11.

Vysledky této prace ukazaly, ze mikroemulze s monoacylglyceroly ovliviiuji rist potravi-
nafsky vyznamnych bakterii. Tato antibakterialni aktivita by mohla byt prakticky vyuzita
pro zvyseni mikrobiologické bezpec¢nosti n€kterych potravin ¢i kosmetickych prosttedk.
Pouziti mikroemulzi s MAG V potravinach je umoznéno i dobrou snaSenlivosti téchto latek
lidskym organizmem. Pro pfipadnou aplikaci MAG jako antimikrobnich latek v potravi-
nach, lze doporucit zejména monoacylglycerol kyseliny undekanové (MAG Ciy.), ktery
mél nejlepsi antimikrobidlni ucinky jak u Gram-pozitivnich, tak i u Gram-negativnich bak-

terii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

o Olej ve vode

VIO Voda v oleji

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéha
MAG Monoacylglycerol

DAG Diacylglycerol

TAG Triacylglycerol

MK Mastné kyselina

PAL Povrchové aktivni latka

DNA Deoxyribonukleové kyselina
RNA Ribonukleova kyselina

MAG Cip0 Monoacylglycerol kyseliny kaprinové
MAG Ci10 Monoacylglycerol kyseliny undekanové
MAG Ci1.1  Monoacylglycerol kyseliny undecenové

MAG Ci29 Monoacylglycerol kyseliny laurové

NaCl Chlorid sodny

BE Beef extract

MPA Masopeptonovy agar
MPB Masopeptonovy bujon
uv Ultrafialové zareni

IR Index rastu
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PV: Vliv mikroemulzni s monoacylglyceroly na rist Staphylococcus au-
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PVII: Vliv mikroemulzni s monoacylglyceroly na riast Escherichia coli
CCM 3954
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PVIII: Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na rast Pseudomonas aeru-
ginosa CCM 3955
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PVIII C: Vliv mikroemulze s MAG kyseliny undecenové (MAG Ci1:1) na rast Pseu-
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P1X: Vliv mikroemulzi s monoacylglyceroly na rist Salmonella enterica
subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

PIX A: Vliv mikroemulze s MAG kyseliny kaprinové (MAG Ci0:0) na rast Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

0,600
0,500
’ —_—0
0,400 —8— 1500 pgml
" 1250 pgiml
lg 0,300 1000 pg/ml
a —— 750
o e pgfml
© 0,200 s
pgiml
—— 250 g/
0,100 i
—— 100 pg/ml
0,000 F=

Cas (hodiny)

PIX B: Vliv mikroemulze s MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0) ha rast Salmo-
nella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

0,450
0,400
0,350 —>
0,300 —8— 1500 pg/ml
b 0,250 1250 ug/ml
1000 ug/ml
2 0,200 vl
. —*— 750 pg/ml
© 0.150
o —e— 500 ug/ml
0,100 —+— 250 pgiml
0,050 —— 100 pg/ml

0,000

Cas (hodiny)




PIX C: Vliv mikroemulze s MAG kyseliny undecenové (MAG C11:1) na rast Salmonel-
la enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

0,450

0,400

0,350 ——0

0,300 —8— 1500 pgfi]
wn 0,250 1250 pgfrl
& 1000 P/l
; 0,200 _)K_m;ﬂ
C 0150 I

0,100 1 50

0,050 00 gl

0,000

0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)

PIX D: Vliv mikroemulze s MAG Kkyseliny laurové (MAG C12:0) na rast Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

0,400
0,350 m
——0
0,300
> g : —8— 1500 ug/ml

0,250 1250 gl
v
'\2: 0,200 1000 pg/ml
g 0,150 —#—750 ug/ml

o —8— 500 pgfml

0,100 R

0,050 + —— 100 pgml

0,000 \ \ T

0 5 10 15 20 25
Cas (hodiny)




PX: Vliv mikroemulzni s monoacylglyceroly na rist Serratia marcescens
subsp. marcescens CCM 303
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PX C: Vliv mikroemulze s MAG kyseliny undecenové (MAG C11:1) na rust Serratia
marcescens subsp. marcescens CCM 303

0.700
0,600
—
0.500 —— 1500 pg/ml
1250 pefml
v 0400 b
) 1000 pg/ml
2
a 0,300 —#—750 ug/ml
° 0,200 o0l
| —+— 250 pgfml
0,100 100 g
0,000

(=]
n

Cas (hodiny)

PX D: Vliv mikroemulze s MAG Kyseliny laurové (MAG C12:0) na rust Serratia mar-
cescens subsp. marcescens CCM 303

0,800
0.700 sa e ti0eq,

‘/v \%‘ ——0
0,600
/ "\. —8— 1500 pg/ml
0,500 1250 pgtml
1% 0,400 / et
2 U,

=] —#— 750 g/l
o 0,300
—— 300 ugml
0,200 —+—250 pg/ml
0,100 —— 100 pgfml
0,000 etk . : : :
0 5 10 15 20 25

Cas (hodiny)




