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ABSTRAKT

Na zakladé védeckych studii bylo potvrzeno, ze mastné kyseliny vykazuji znacné
antimikrobialni Gc¢inky. Cilem diplomové prace bylo testovat potencidlni antibakterialni
ucinek kyseliny kaprylové. Tato mastnd kyselina se vyskytuje vkozim, kravském
a mateiském mléce a v mléce kokosovych ofecht. Jeji antibakterialni aktivita byla testova-
na na Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Serra-
tia

marcescens, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus a Staphylococcus aureus.

Klicova slova: kyselina kaprylova, antibakteridlni uc¢inek, mastna kyselina, lipidy,
patogeny, salmonelosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus,

Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

The aim of this thesis is the aplication of caprylic acid on particular bacteria: Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus a Staphylococcus aureus. Caprylic acid is
a natural 8-carbon fatty acid presented in breast, goat and bovine milk and is approved as
GRAS by the US FDA. Furthermore, the evaluation of the antimicrobial activity and

potential utilization of caprylic acid is included.

Keywords: caprylic acid, antibacterial effect, fatty acid, lipids, cosmetics, pathogen,
salmonelosis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Serratia marcescens, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus, Staphylococcus

aureus.
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UvVOoD

Po celém svéte pribyva pripada infekei a intoxikaci, které vznikaji po poziti kontaminova-
nych potravin. Zajisténi bezpecnosti potravin je piedni snahou evropské 1 Ceské
legislativy. Vzhledem k ekonomickym, politickym a sociologickym zménam, které ve
spolecnosti probehly, jiz neni diilezita kvantita, ale mnohem vice kvalita potravin, jejich

vyzivova hodnota a hlavné zdravotni nezavadnost.

Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Bacillus cereus a Bacillus subtilis jsou
bakterie, které jsou schopny zptisobit onemocnéni ¢lovéka. Jejich pritomnost v potravinach
je nejen zadvaznym zdravotnim, ale i ekonomickym problémem. Proto je nezbytné hledat
rizné mechanismy, schopné co nejicinnéji oSetfit potraviny proti kontaminaci patogenni-

mi mikroorganismy.

Na mastné kyseliny je v celosvétovém méfitku pohlizeno, jako na moznou nahradu
antibiotik, jejichz pouzivani je v mnoha ohledech nevyhodné. Antimikrobialni aktivita
mastnych kyselin zavisi na stupni a typu nasycenosti, na délce fetézce a na vlastnostech
rozpoustédla, ve kterém je jejich aktivita vyhodnocovana. Piesny mechanismus jejich pt-
sobeni na bakterie neni zndm. Bylo navrzeno mnoho hypotéz, které tento jev vysvétluji.
Inhibi¢ni

ucinek mastnych kyselin napfiklad spoc¢ivd v tom, Ze jsou schopny zménit permeabilitu
plasmatické membrany bakterii, zptsobit kolaps protonového gradientu membrany, nebo
difundovat ve svém nedisociovaném stavu do bakterialnich bunék, uvnitf disociovat, a tim

zpusobit zvyseni kyselosti v buiice a naslednou inhibici ristu bakterie.

Pfredmétem této prace je studium antibakteridlniho G¢inku kyseliny kaprylové na vyse
uvedené kmeny bakterii. Kyselina kaprylova patfi mezi mastné kyseliny se stiedné dlou-
hym fetézcem. Vyskytuje se mimo jiné v kozim, kravském a matefském mléce,
v kokosovém a palmojadrovém oleji. Organizaci FDA (Food & Drug Administration) byla

uznana za GRAS (Generally Recognized As Safe).
V predlozené praci byl testovan potencialni antimikrobialni uc¢inek kyseliny kaprylové na
vybrané kmeny bakterii. Zaroven byla vénovdna pozornost moznosti pusobeni kyseliny

kaprylové jako inhibi¢niho prostfedku nebo dokonce ristového faktoru.
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I. TEORETICKA CAST
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1 OBECNE VLASTNOSTI BAKTERII

Bakterie jsou jednobunécné organismy, které se od sebe 1iSi morfologickymi znaky,
barvitelnosti, pohyblivosti, kultivacnimi naroky, biochemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi

atd. Podle toho se také systematicky rozdé€luji.

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

(Protocellulata) a odd€leni Bakterie (Bacteria).

Tloustka bakterii se pohybuje zhruba od 0,2 do 2 um a délka od 1,5 do 5 um. Velikost
bakterii je variabilni i u jedinct z jedné a téze Cisté kultury a zavisi také na stafi bunécné
kultury, na rastové fazi i na kultiva¢nich podminkach.

Bakterialni buiiky jsou pleomorfni, tzn. ze vykazuji morfologickou diverzitu. Zakladni jsou
tfi tvary: kulovity, tyCinkovity a spirdlovity. Bakterie kulovit¢ho tvaru pojmenovavame

jako koky, ty€inkovité jako bakterie, mezi spirdlovité patii napt. spirochéty. (17)

Mezi zékladni struktury bakteridlni buiiky patii cytoplazma, nukleus, ribozémy, cyto-
plazmatickd membrana, bunécné sténa. Nékteré bakterie obsahuji navic plazmidy, pouz-

dro, bicik, fimbrie, inkluze, mesozomy.
Podle vztahu k optimalni teploté ristu rozdélujeme mikroorganismy do tii hlavnich skupin:

1. Psychrofilni mikroorganismy rostou jest¢ pomérné intenzivné pii teploté¢ 0 °C az 5 °C.
Pro mikroorganismy rozmnozujici se pfi teploté nizs$i nez 0 °C se n¢kdy pouziva nazev
psychrotrofni. K psychrofilnim bakteriim patii naptiklad ptislusnici rodu Pseudomonas.
Optimalni teplota nékterych psychrofili se pohybuje v rozmezi 15 az 22 °C, kdezto u ji-
nych dosahuje 30 °C.

2. Mezofilni mikroorganismy maji minimalni teplotu rastu vy$si nez 5 °C a optimalni tep-

lotu nizsi nez 45 °C. U bakterii se optimalni teplota pohybuje nejcastéji kolem 37 °C.

3. Termofilni mikroorganismy maji optimalni teplotu rstu 45 °C nebo vyssi, pro rist
vetsiny z nich je optimalni teplota mezi 50 a 60 °C, pro nékteré dokonce jesté vyssi. Neékte-
ré mohou rist vyjimecné i pii teploté az 80 °C (napt. nekteré kmeny druhu Bacillus stearo-

thermophilus). (35)

Pokud je mikroorganismus oznacen jako patogen, znamend to, Ze je schopny vyvolat
v organismu onemocnéni. Jako patogeny oznacujeme parazity, které jsou schopné poskodit

svého hostitele. Patogenita parazita je ddna jeho schopnosti vyvolat u hostitele onemocné-
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ni. Virulence se pouziva jako kvantitativni pojem k vyjadieni miry patogenity specifického
mikroorganismu. Faktory virulence patogenu jsou genetické, biochemické a strukturalni
faktory, které jsou schopné vyvolat poskozeni hostitelského organismu. Vztahy mezi hosti-
telem a parazitem jsou dynamické, nebot’ oba organismy vzajemné ovliviiuji své aktivity
a funkce. Zvitata 1 lidé jsou v neustalém styku s mikroorganismy, z nichz nékteti jsou
schopni kolonizovat povrch téla (tzv. normalni flora). V fidkych ptipadech vstupuji mikro-

organismy do parazitického vztahu se svymi hostiteli a vyvolavaji onemocnéni. (40)
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2 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH BAKTERII

Diplomovéa prace byla zamétena na nasledujici bakterie: Bacillus (B. cereus, B. subtilis),
Pseudomonas (P. fluorescens), Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Escherichia

coli, Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus.

2.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus se taxonomicky zatazuje do skupiny sporotvornych ty¢inek a sporotvornych
kokti. Je to rod velmi rozsahly a v ptirod¢ velmi rozsiteny. Jeho druhy tvofi vétSinou gram-
pozitivni peritrichalni ty¢inky. VétSina druhii mé velmi aktivni amylolytické enzymy, fada
druht ma pektolytické enzymy a vétSina druhti ma velmi aktivni proteolytické enzymy.
Mnoho znich produkuje polypeptidova antibiotika, znichz néktera se pomoci téchto

bakterii vyrabéji primyslové.

Bacillus subtilis je nejrozSifenéj$Sim druhem tohoto rodu, je témét vSudypiitomny. Tvoii
pomérn€ malé peritrichalni bunky (0,7 x 2 az 3 um), produkuje nékolik polypeptidovych
antibiotik. Bakteridlni amylasy ziskané z Bacillus subtilis se uplatiuji v pivovarnictvi

a v textilnim pramyslu. (35)

Psychrotrofni kmeny Bacillus cereus jsou béZznou kontaminaci ¢erstvého a pasterizovaného
mléka a smetany. Spory Bacillus cereus jsou témet vSudypiitomné, prezivaji pasterizacni
zahtev a produkuji rizné enterotoxiny, které zplisobuji otravy z jidla, doprovazené prijmy

nebo zvracenim. (9)

Z dal$ich druhti sem patii naptiklad Bacillus sphaericus, ktery rovnéz zplisobuje otravu,
Bacillus anthracis, ktery je puvodcem onemocnéni snéti slezinné. Velky vyznam

pro konzervarensky priamysl mé Bacillus stearothermophilus a Bacillus coagulans.

Co se tyce vyskytu v potravinach, rod Bacillus tvoti pievaznou cast mikroflory kakaa.
Spory bacili mohou byt soucasti hotové ¢okolady a ¢okolddovych cukrovinek. Zastupci
rodu Bacillus se mohou podilet na kazeni konzerv sterilovanych teplem a na bombazich.
Spory Clostridium perfringens a Bacillus cereus jsou citlivéj$i vic¢i teplu nez spory

Clostridium botulinum, a proto jejich vyskyt indikuje nedostatecnou sterilaci. (11)
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2.2 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas tadime do skupiny gramnegativnich aerobnich ty¢inek a koki. Pseu-
domonas jsou piisn¢ aerobni bakterie, které¢ vyuZzivaji nejriznéj$i organické slouceniny
jako zdroj energie a uhliku. Nékteré druhy se pouZivaji pro primyslové oxidace. Rada
z nich tvoii fenazinova barviva zlutych, zelenych, modrych nebo ¢ervenych odstint, které
uvoliuji do ristového prostiedi. Tim zplisobuji mimo jiné nezaddouci zabarveni potravin.
Nekteré druhy uvolnuji do prostiedi fluoreskujici Zlutozelené barvivo. Urcité druhy vyvo-
lavaji v potravinach cizi viing, pachy nebo pachuti. Pseudomonady patii k nejpocetnéjSim
mikroorganismiim na povrchu masa. Maji silné proteolytické a lipolytické ucinky. Jsou
psychrofilni, nékteré, napt. Pseudomonas aeruginosa, jsou patogenni i pro ¢lovéka. Po

morfologické strance jsou to monotrichalni nebo lofotrichalni ty¢inky. (35)

Zastupci rodu Pseudomonas zplusobuji nezadouci chutové a barevné zmény ve vejcich.
Pseudomonas aeruginosa produkuje modrozeleny pyokyanin, P. fluorescens Zlutozeleny

pyofluorescein a P. putida ¢erveny pyorubin. (31)

Pseudomonady se také podileji na kazeni kosmetickych ptipravki. Rozkladdaji parafinové
uhlovodiky 1 estery kyselin parahydroxybenozoové, pouzivané jako konzervaéni Cinidlo.
Tvorbou pyocyaninu zplisobuji nékdy i1 modrozelené zbarveni piipravkd. Maji silné
proteolytické Ucinky stejné jako dalsi bakterie, naptiklad Serratia marcescens, Bacillus
cereus a Bacillus subtilis. Zastupci rodu Pseudomonas spolecné s rodem Acinetobacter
a Moraxella se podileji na kaZzeni driibeziho masa. Jsou to siln¢ proteolytické mikroorga-
nismy, schopné i lipolytické aktivity. PomnoZeni pseudomonad vede ke zvySeni pH vlivem
zvySeni obsahu ¢pavku, a tim i ke vzniku zépachu. Senzorické zmény jsou patrné, kdyz

pocet téchto psychrotrofii dosahuje poétu 107 az 10%.g™. (11)
2.3 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus tadime mezi grampozitivni koky. Staphylococcus mé aerobni
1 anaerobni metabolismus, zkvasuje cukry za tvorby organickych kyselin. Tvofi zluté az
oranzové kolonie, nékdy bilé. Nejcastéji se vyskytuje na kiizi a mukoéznich membranach

teplokrevnych zvitat a ¢lovéka. (35)

Staphylococcus aureus je patogenni druh, zplsobujici napt. anginu. Vyskyt S. aurea

v potravinach zivocisného nebo rostlinného pivodu piedstavuje zdvazny zdravotni
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a ekonomicky problém. S. aureus tvoii bunécné exoprodukty nazyvané enterotoxiny. Jde
o bilkoviny s nizkou molekuldrni hmotnosti, které vedou k tzv. enterotoxikoze. Tu dopro-
vazi tézké zvraceni, prujem, stievni a svalové kiece, bolesti hlavy, poceni a celkova sla-
bost. Stafylokokové infekce z jidla jsou obecné spojeny s ru¢ni manipulaci s potravinami.
(12)

Detekce stafylokokll v potravinach je zaloZena na jejich odolnosti k chloridu sodnému a na
schopnosti tvofit kyseliny z mannitolu. Staphylococcus aureus rozezname od zbyvajicich

dvou druhti, které netvofi toxiny, na zékladé jeho schopnosti koagulovat krevni plazmu.

(35)

Vaznym problémem je pfitomnost této bakterie v lahtdkarskych vyrobcich, zejména
v téch, které obsahuji vejce nebo majonézu. S ohledem na niz$i vodni aktivitu, kterou bak-
terie snasi se mize pomnozit a vyprodukovat enterotoxin. Za béznych podminek je rast
Staphylococcus aureus pomalejsi nez ostatnich mikroorganismi, které rovné€z zpisobuji
kazeni potravin. Pokud je vSak béznd mikrofléra potlacovana (napiiklad nizkou vodni
aktivitou), pak S. aureus muze piertst a stat se dominantni mikrofloérou, pfi¢emz jeho

minimalni teplota rastu je 7°C. (11)

Vyskyt Staphylococcus aureus je nebezpecny taktéz v syrech balkanského typu, které jsou
uchovavany ve slaném nalevu. Muze zde dlouhodobé piezivat, a to i nékolik tydna.
Stafylokokovy enterotoxin byl objeven dokonce i vsyru Cedar. Pro bakterie
Staphylococcus aureus jsou optimalnim ristovym prostiedim i vejce. Jeho vyskyt jak
v tekutém, tak v suSeném vajeCném vyrobku, mlze zpisobit vazné potize, nebot vajecna
hmota je pouzivana jako surovina do dalSich potravin, napf. téstoviny, cukraiské a lahtid-
karské vyrobky. Tim nastava tzv. sekundarni kontaminace dalSich potravin. Rod Staphylo-
coccus zpusobuje také kontaminaci kosmetickych ptipravkill, zejména pak kosmetiky urce-
né pro oCi. Byla popsana fada ptipadt vzniku blefaritidy (zdn€t okraji o¢nich vicek) po

pouzivani maskary. (11)
2.4 Rod Micrococcus

Mezi grampozitivni koky patii také rod Micrococcus. Rod Micrococcus zahrnuje piisné
aerobni druhy tvofici balicky nebo shluky bunék. VSechny jsou schopny rastu
v pfitomnosti 5 % chloridu sodného, ¢ehoz se vyuziva také pii jejich stanoveni. Vyskytuji

se hlavné
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v solenych potravinach, kde mohou tvofit zluté, oranZové az intenzivné rizové kolonie.
Toto zbarveni je zplsobeno nerozpustnymi karotenoidnimi barvivy piitomnymi v jejich
bunikach. Tato barviva chrani bunky pted letdlnimi uCinky ultrafialové slozky slune¢niho
svétla, a proto se uvedené bakterie vyskytuji jako castd vzduSnd kontaminace.
U rodu Micrococcus jsou dnes uznavany pouze tti druhy: M. luteus, M. roseus

a M. varians. (35)

Mikrokoky jsou soucasti mikroflory chlazeného masa, uzeného masa a Sunky a jsou pte-
vladajici mikroflérou v mléce zdravych krav. Problémem muze byt jejich vyskyt ve vej-
znehodnocovat kosmetické ptipravky, jelikoz jsou schopni ¢astecné hydrolyzovat tuky za

vzniku glycerolu a vyssich mastnych kyselin. (11)
2.5 Celed’ Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae zahruje rod Escherichia a patii sem také stfevni patogeny jako
Salmonella, Shigella a dale rod Serratia a Yersinia. Zastupci Celedi Enterobacteriaceae
jsou gramnegativni tyCinky se zaoblenymi konci, dlouhé 2 az 3 um. Ristové optimum je
37 °C. (15) Ptislusnici této celed¢ fermentuji glukosu na organické kyseliny za tvorby ply-
nu, jsou oxiddza negativni a jsou-li pohyblivi, pak na zaklad¢ peritrichaln¢ umisténych
biciki. (2) Jsou nesporotvorné, maji respiracni i fermenta¢ni metabolismus, jsou tedy fa-

kultativné anaerobni a jsou prototrofni. (35)

Escherichia coli se nachazi ve spodni €asti stfevniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvitat
a vyskytuje se logicky 1 ve vykalech. Je nejprozkoumané;j§im mikrobidlnim druhem, nebot’
slouzi jako modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie.
Escherichia coli zkvasuje cukry (napt. glukosu, laktosu, nékteré pentosy a alkoholické

cukry) za intenzivni tvorby kyselin a plynu. (35)

Je znamo pies 700 serotypu E. coli podle antigeni O, H a K. Serotypizace je dilezita
pro rozliSeni malého poc¢tu kmenti, které zpiisobuji onemocnéni. E. coli mize vyvolat tfi
typy onemocnéni ¢lovéka: infekce mocovych cest (UTI — Urinary Tract Infections), neona-
tdlni meningitidu a infekce gastrointestindlniho traktu. Tyto tfi skupiny infekci zavisi
na specifickém souboru patogennich faktorti. Jako patogen je E. coli nejlépe znama
pro schopnost vyvolat stfevni onemocnéni. V soucasnosti se rozliSuje 5 t¥id (virotypi)

E. coli, které zptisobuji prijmova onemocnéni: enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteroin-
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vazivni E. coli (EIEC), enterohemoragické E. coli (EHEC), enteropatogenni E. coli
(EPEC) a enteroagregativni E. coli (EAggEC). (18)

Alimentarni infekce clovéka vyvolané enterohemoragickymi kmeny Escherichia coli
(EHEC) byly popsany poprvé v roce 1982. K pienosu dochazi z ¢lovéka na ¢lovéka nebo
také kontaminovanymi potravinami, jako jsou napt. syrové hovézi maso, syrové mléko,
syry z nepasterovaného mléka, syrova zelenina, tepelné¢ neosetiena jable¢na St'ava a nedo-

statecné tepeln€ opracované vyrobky. (34)

Salmonella typhi zpisobuje velmi vazné a Casto i smrtelné stifevni onemocnéni lidi, tzv.
biisni tyf, ktery se projevuje silnymi bolestmi biicha, malatnosti a vysokymi teplotami.
Inkubacni doba trva jeden az tii tydny. Infekce se do zazivaciho traktu dostava potravinami
nebo pitnou vodou. Béhem nemoci jsou bakterie vylucovany vykaly nemocného. Nekteti

lidé jsou k tomuto onemocnéni odolni a ptisobi jako bacilonosici.

Salmonella enteritidis se vyskytuje Casto v trusu ptakii, odkud se mize dostat do potravin
tteba pfi nevhodném skladovani nebo nasledném pievozu potraviny ke spotiebiteli.
U cloveka vede k leh¢im onemocnénim, ktera maji kratkou inkuba¢ni dobu a jsou spojena
s prijmy a casto 1 zvracenim. Tento typ onemocnéni se oznacuje jako salmoneldza. Tu
vyvolava také druh Salmonella choleraesuis (cholery vepi). Salmoneldza mize byt smr-
telnd predevsim u kojenct nebo malych déti. Druhy rodu Sal/monella jsou hostiteli speci-
fickych bakteriofagl. Od Escherichia coli se 1i§i schopnosti vyuzivat citrat jako zdroj uhli-

ku a slabsi schopnosti zkvasovat laktosu. (35)

Salmonella typhimurium je dalsim druhem, ktery zpisobuje infekce zivoc¢isnych produkti.
Z epidemiologického hlediska se S. typhimurium chovd pon€kud jinak nez napiiklad
S. enteritidis. S. typhimurium se totiz vyskytuje prakticky vSude a je schopna infikovat

rizné druhy savct i ptaka. (37)

Rod Salmonella zasluhuje zvlastni pozornost pii hodnoceni mikrobidlniho stavu vajec
V systému HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points, Analyza nebezpeci a systém
kritickych kontrolnich bodi) jsou salmonely, resp. nékteré druhy, fazeny do ¢tvrtého stup-
né nebezpedi. Pfedstavuji nebezpeci mirné a pfimé, s moznosti ploSného rozsiteni. Salmo-
nely jsou pomérné odolné bakterie. Minimalni teplota ristu je podle nejnovéjSich zdroji
2 az 6 °C. K vysokym teplotam jsou citlivé, spolehlivé hynou po 10 minutovém zahtevu

pii 70 °C. Minimdlni hodnota aktivity vody pro rozmnozovani je 0,95. Salmonely jsou
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bohuzel zna¢né odolné vici béznym technologickym tpravam potravin jako je suSeni,

mrazeni, soleni a uzeni.

V posledni dob¢ se u nas 1 na celém svété stala zdvaznym zdravotnim 1 ekonomickym
problémem onemocnéni zpiisobend salmonelami. Z 20 % jsou zdrojem onemocnéni vejce.
Ta mohou byt kontaminovana na povrchu skofapky nebo i ve vaje¢ném obsahu. Nejvyssi
vyskyt salmonel na skofdpce je u vajec vodni dribeze (kachen), a proto se vejce vodni
dritbeze nesmi u nas pouzivat k potravinarskym ucelim. Slepic¢i vejce, ptip. vyrobky obsa-
preziti salmonel na skotapce a jejich prunik do vajecného obsahu zavisi na teploté a pod-
minkach skladovéni vajec. Ve vlhkém prostredi pieziva S. enteritidis na skotépce pii 7 °C

az 12 dni. V suchém prostiedi hyne i pi1 pokojové teploté¢ béhem 1 dne. (2)

Co do poctu onemocnéni zjidla, je salmoneloza nejCastéjsi alimentarni nakazou. Pro
kontaminaci potravin salmonelami je typické, ze existuje cela fada jejich zdroji. Boj se
salmonel6zou je pak velmi obtizny, nebot’ se musi tyto ¢etné infekéni fetézce ucinné pie-
moneldzy - chovy driibeze a vepit. Pricemz driibezi maso je silné€ zatizené, ale vzhledem
k tepeln¢ upravé pred vlastni konzumaci je pouze ziidka piimym zdrojem alimentarni in-
fekce. Salmonely disponuji vyraznou schopnosti adaptace a perzistence v prostfedi, a to
1v potravinach. (7)

Tab. 1. Vyskyt salmonel v potravinach

Kategorie potravin | Mnozstvi Salmonella spp. v %
jalovice 1
krava/byk 2,7
mleté hovézi maso 7.5
vepri 8,7
brojlefi 20
mleté kufeci maso 49,9
mleté kruti maso 44,6

Pro vyzkum a kontrolni testy, které se zabyvaji lidskymi infekcemi zptisobenymi rodem
Salmonella, je nesmirn¢ dilezitd molekularni typizace. Existuji rizné metody molekularni

typizace. Je to naptiklad multilokalni sekvencni typizace (MLST), pulzni gelova elektrofo-
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réza (PFGE) a polymorfizmus zesilené délky fragmenti (AFLP). Tyto metody slouzi
k vyzkumu diskriminaéni schopnosti, reprodukovatelnosti a genetickych vztahti mezi jed-

notlivymi izolaty. (39)

Rod Serratia se taxonomicky zatrazuje do celedi Enterobacteriaceae. Zastupci rodu
Serratia maji tvar rovnych tycinek, které jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni a jsou
schopny pohybu pomoci bi¢ikl. Zplisob vyzivy je chemoorganotrofni. Optimalni inkubac-
ni teplota je 37 °C. Tento rod se vyskytuje v pudé, vode a na povrchu rostlin. (30) Je to
oportunni patogen cloveéka, ptisobi nosokomidlni (nemocnicni) infekce. Tato bakterie byva
zpravidla polyresistentni. (19) Serratia marcescens patii k tzv. hnilobnym bakteriim, které

rozkladaji bilkoviny a dusikaté latky. (1)

Serratia marcescens a Escherichia coli jsou uvadény v literatufe jako piivodci nosokomi-
alnich infekci urogenitalniho ustroji. Z tohoto diivodu je vyskyt téchto mikrobi nejzavaz-
n¢jsi v détské kosmetice, a to zejména v zasypech a détskych olejich nebo lotionech, které
mohou pfijit do styku se zevnimi organy urogenitalniho Ustroji. Koliformni mikroby cel-
kové ukazuji na Spatnou hygienickou troven ve vyrobé a indikuji moznou kontaminaci

vyrobku patogennimi mikroby ¢eledi Enterobacteriaceae. (11)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

3 OBECNE ZASADY KULTIVACE MIKROORGANISMU

Hlavni zasady kultivace mikroorganismi a zptsob zpracovani vysledkii pii mikrobiologic-
kém zkouseni potravinaiskych vyrobkt uvadi norma CSN 56 0082. Pudy se rozdéluji na
neselektivni, selektivni a selektivné-diagnostické. Pfi kvantitativnim vyhodnocovani se
vetsinou hovoii o poctu kolonii, resp. o poctu kolonie-tvotficich jednotek KTJ (Colonia

Forming Units = C.F.U.)

Koliformni bakterie se stanovuji na selektivnich ptidach, na nichz je rozmnozovani
grampozitivnich bakterii upln¢ inhibovano néjakym bakteriostatickym barvivem nebo ani-

ontovou povrchové aktivni latkou.

Ptisludnici rodu Salmonella tvoti gramnegativni nesporulujici, vétSinou peritrichalni ty¢in-
ky. Vétsinou nezkvasuji laktosu a jsou poné¢kud odolnéjsi viici inhibi¢nim G¢inklim barviv
na rust nez ostatni bakterie Celedi Enterobacteriaceae, cehoz se pouziva v selektivnich

ptdach.(36)

Pro selektivni izolaci a stanoveni poctu Salmonella spp. se pouziva Xylose Lysine
Deoxycholate Agar (XLD Agar). Piida se nesmi autoklavovat. Endo Agar se pouziva pro
stanoveni a rozliSeni laktosa-pozitivnich a laktosa-negativnich koliformnich bakterii. Je
vhodny pro kultivaci Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis
a Staphylococcus aureus a Serratia marcescens. Escherichia coli tvoii pti 44°C indol pozi-
tivni, rdzové kolonie. VéEtSina sérovart E. coli (cca 96 %) tvoii enzym
[-glukuronidasu, na rozdil od jinych klinicky dtlezitych druht celedi Enteribacteriaceae,
které¢ tento enzym neprodukuji, ¢imz je 1ze pomérné spolehlivé odlisit od E. coli. Na Endo
Agaru vytvari tato bakterie temné¢ rizové kolonie s kovovym leskem. Salmonella typhimu-

rium tvofi slab¢ rizoveé, nékdy az priihledné kolonie.

Pro diferenciaci enteropatogennich bakterii na zéklad¢ schopnosti fermentovat sacharidy
a produkovat sirovodik se pouziva Triple Sugar Iron Agar. Piida se davkuje do zkumavek

a autoklavuje.

Slanetz and Bartley medium se pouziva pro detekci a stanoveni poctli Enterococcus spp.
metodou membranové filtrace. Pida se neautoklavuje. Na pudé lze kultivovat

Staphylococcus aureus.
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Pro selektivni izolaci Pseudomonas aeruginosa z klinického materialu a dalSich vzorkt se

pouziva Cetrimide Agar Base.

Mannitol Salt Agar je selektivni médium pro izolaci patogennich stafylokokt. Stafylokoky
rozkladaji mannitol za vzniku organickych kyselin. Staphylococcus aureus na této padeé

tvofi, jak uz napovida jeho nazev, zatrivé zluto-zlaté kolonie.

Plate Count Agar se pouziva pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi v potravinach

avode. (4)
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4 LIPIDY

Lipidy (fecky lipos = tuk) jsou latky rozpustné v organickych rozpoustédlech a ¢aste¢né
rozpustné nebo Uplné€ nerozpustné ve vode. Jejich spoleénym znakem je pievaha dlouhych
nepolarnich uhlovodikovych fetézcli, které dodavaji lipidim hydrofobni olejovou nebo
voskovou povahu. Podle chemického slozeni délime lipidy na homolipidy; heterolipidy,
mezi které patfi fosfolipidy, ceramidy a cerebrosidy, glykolipidy, sulfolipidy a sirany a
sialolipidy; komplexni lipidy a doprovodné latky lipida. (14)

Mezi homolipidy se fadi vosky, coZ jsou estery mastnych kyselin a jednosytnych alkohold,
z heterolipidi jsou fosfolipidy. Jsou to latky, které kromé mastnych kyselin a alkoholil
obsahuji jesté¢ vazany zbytek kyseliny fosfore¢né. Komplexni lipidy obsahuji nelipidové
poproteiny a mukolipidy. Doprovodnymi latkami lipidi se mysli jednak vitaminy rozpust-
né v tucich, A, D, E a K, dale pfirozena barviva tuk a provitaminy vitaminu A — karoteno-
idy. V nékterych olejich se vyskytuji terpenické uhlovodiky, z nichz nejvyznamnéjsi je

triterpen skvalen. (27)

Lipidy polérniho charakteru tvofi spontann¢ micely, mono a dvouvrstvy, které jsou sta-
vebnim materidlem biomembran. Jsou téz dilezité pro pienos podnétl v nervové tkani,

chrani n¢které vnitini organy, maji katalytické funkce. (14)

Lipidy jsou jedinym zdrojem esencidlnich mastnych kyselin. Ty maji fadu dtlezitych funk-
ci v lidském organismu. Zodpovidaji naptiklad za dobry stav pokozky, zacastnuji se vy-
stavby bunéénych membran, jsou prekurzory prostaglandint atd. Lipidy slouzi hlavné jako
rezerva energie pro organismus. Typickym ptikladem je podkozni tukova tkan savci, kde

jsou mastné kyseliny vazany prevazné jako triacylglyceroly. (5)
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5 MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny jsou podstatnou a nejvyznamnéjsi slozkou vsech lipida.

lipidim patii razné derivaty mastnych kyselin, hlavné jejich estery a amidy. Mastné kyse-
liny se od sebe navzdjem lisi délkou a charakterem uhlovodikového fetézce, stupném nena-

sycenosti, isomerii dvojnych vazeb cis a trans a v nékterych piipadech také ptitomnosti

dalsich substituentu. (5)

Nasycené mastné kyseliny pfitomné v lipidech maji obvykle sudy pocet atomt uhliku

v molekule a rovny, nerozvétveny uhlovodikovy fetézec.:

H{C— (CH, )g— COCH

kyselina kaprylova (oktanova)

Tab. 2. Nasycené mastné kyseliny jedlych tukii

Mastnéd | Systematicky Pocet Molekulova| Cislo Bod
kyselina nazev atomu uhliku | hmotnost | kyselosti | tani
maselna butanova 4 88,1 636.,8 -4,6
kapronova hexanova 6 116,16 483 -1,5
kaprylova oktanova 8 144,21 389.1 16,3
kaprinova dekanova 10 172,26 325,7 31,6
laurova dodekanova 12 200,31 280,1 43,6
myristova |tetradekanova 14 228,36 245.6 56,8
palmitova |hexadekanova 16 256,42 218.8 62,8
stearova |oktadekanova 18 284,47 197,2 70,6
arachova ikosanova 20 312,52 179,5 76,3
behenova | dokosanova 22 340,57 164,7 82,6
lignocerova |tetrakosanova 24 368,62 152,2 84,8
cerotova |hexakosanova 26 396,68 141,4 87,7

K pfirodnim
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Kyselina palmitova je hojné zastoupena v tucich domacich zvitat, niz§i homology (Ci az
Ci4) jsou hlavni slozkou tuku palmovych semen, kyseliny C4 az C;, jsou znaén¢ zastoupe-

ny v mlécném tuku, vyssi homology (C; — Cs) jsou pritomny ve voscich. (5)

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou se nazyvaji monoenové a patii
k hlavnim slozkam piirodnich lipidii. Dvojnd vazba ma zpravidla cis-konfiguraci a lezi
ve stfedni Casti fetézce, nejCastéji na devatém atomu uhliku. Zastupcem je napfi. kyselina

olejova.
H3;C—(CH;); — CH = CH—(CH,);,—COOH

kyselina olejova

Nenasycené mastné kyseliny se dvémi a vice dvojnymi vazbami v molekule se fadi mezi
kyseliny polyenové. Dvojné vazby jsou vétSinou typu cis a v pentadienovém uspotadani.
Nejbéznéjsi z nich je kyselina linolova, kterd byva ¢asto provazena kyselinou linolenovou.
Jeji polohovy isomer je kyselina y-linolenova. Metabolitem kyseliny linolové je kyselina

arachidonova. (27)
H;C—(CH,);—CH=CH—CH,~ CH=CH— (CH,) 7— COCH

kyselina linolova

Podstatnou ¢ast tukt a olejl tvoii estery mastnych kyselin s glycerolem. Rozdéleni mast-
nych kyselin v triacylglycerolech ptirodnich tuki a oleji neni ndhodné, ale je uréeno speci-
fickou aktivitou ptisluSnych lipolytickych enzymu. V rostlinnych olejich byva poloha C,
glycerolu obsazena hlavné kyselinou linolovou, kdezto v polohach C; a C; byvaji vazany
pfevazné nasycené kyseliny nebo rtzné kyseliny s anomalni strukturou. V Zivocisnych
tucich jsou nasycené mastné kyseliny vazany predevSim v poloze C,. Linolova kyselina
byva ptednostné vazana v poloze C, a také kyseliny s krat§im uhlikovym fetézcem byvaji
vazany ve stejné poloze. V poloze Cs byvaji mastné kyseliny s dvaceti a vice atomy uhliku.

(27)
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Tab. 3. Slozeni mastnych kyselin nékterych diilezitych tuhych tukii

Mastna Obsah (% veskerych mastnych kyselin)
kyselina kokosovy | vepfové | hovézi | mlécny tuk |lidsky tuk | tuk matetského
tuk sadlo 1) kravsky | podkozni mléka
maselna 0 0 0 2-4 0 0
kapronova 0-0,8 0 0 1,4-2 0 0-0,1
kaprylova 5,5-9,5 0-0,2 0 0,5-1,5 0 0-0,1
kaprinova 4,5-9,5 0-0,2 0 1,6-2,7 0 0,5-1
laurova 44-52 0,1-0,6 | 0,1-0,4 1,7-3,7 0,3-0,7 3-4
myristova 13-19 1,4-2.4 2-3 7,9-12,1 3,1-4,3 6-8
palmitova 7,5-10,5 | 24-30 24-31 25-32 22-25 26-32
stearova 1-3 12-19 21-27 8-12 5,2-7 11-15
palmitoolejova | 0-1,3 2,3-3,7 1,7-3 1,6-5 4,3-7 2,2-3
olejova 5-8 38-46 38-48 26-33 41-47 23-28
linolova 1,5-2,5 | 4294 1,7-2 1-2.4 IX.13 4-6
linolenova 0 0,1-1,3 0-0,2 0-0,5 0-1 0,5-1,5
arachidonova 0 0-1 0-1,1 0-0,8 0-0,5 0,4-1

5.1 Fyzikalni vlastnosti mastnych kyselin

Bod tani mastnych kyselin stoupa s rostoucim poctem atomti uhliku v molekule. Nenasy-
cené¢ mastné kyseliny maji podstatné nizsi body tdni nez nasycené mastné kyseliny
o stejném poctu atomil uhliku. Nenasycené kyseliny s konfiguraci frans maji zna¢né vyssi
bod tani nez odpovidajici kyseliny s konfiguraci cis. Bod tani smési mastnych kyselin je
niz§i nez bod tani nckteré ze slozek. Body varu nasycenych mastnych kyselin stoupaji

s rostoucim poctem atomu uhliku.

Mastné kyseliny se pomérné snadno rozpoustéji ve stfedné polarnich rozpoustédlech.
Pti vyssich teplotach se velmi dobie rozpoustéji v alkoholech. Ve vodé¢ se rozpoustéji jen
niz§i mastné kyseliny (v 1 kg vody se naptiklad pti 60 °C rozpusti 11,7 g kyseliny kapro-
nové, 1,1 g kyseliny kaprylové, 0,3 g kyseliny kaprinové a jen 5 mg kyseliny stearové).

Ve vod¢ jsou mastné kyseliny disociovany, jsou vsak jen slabymi kyselinami, jejichZ diso-
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ciatni konstanty se pohybuji mezi 1,1 az 1,6.10°. Ve vodni fizi maji mastné kyseliny
a jiné lipidy tendenci hromadit se na mezifazovém rozhrani s nepolarni fazi nebo se vzdu-

chem a snizovat tak mezipovrchové napéti.

Mastné kyseliny vyskytujici se v jedlych tucich nemaji asymetricky uhlikovy atom a nejevi
tedy optickou otacivost. Viskozita mastnych kyselin roste s rostouci molekulovou hmot-
nosti, nenasycené mastné kyseliny maji mensi viskozitu nez nasycené derivaty. Povrchové
napéti nasycenych mastnych kyselin se pohybuje v intervalu 20 az 35.10° N.m™. Tato
hodnota mirné stoupd s rostoucim poctem atomu uhliku a mirn€ klesé s rostoucim poctem

dvojnych vazeb. (27)
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6 ZISKAVANI ROSTLINNYCH OLEJU A TUKU

Proces ziskavani surovych oleji a tukii by se dal rozdélit na dvé skupiny operaci. Je to

jednak uprava semene a poté vlastni ziskavani oleje.

Upravou semene se mysli suseni, ¢isténi, odslupkovéni a n&kdy i delintrace. Pak se semena
drti, melou a nakonec jsou podrobeny ptlisobeni urcité teploty a vlhkosti po urcitou dobu,

tzv. klimatizaci.

Zékladnimi postupy vlastniho ziskdvani oleje jsou lisovani, extrakce nebo kombinace téch-
to dvou procest. Lisovani znamena vytlacovani oleje z olejnatého materidlu mechanickym
tlakem. Pouzivaji se razné typy lisii. Extrakci se rozumi rozpousténi oleje v olejnatém ma-
teridlu  vhodnym rozpoustédlem a ziskani oleje zroztoku odpafenim rozpoustédla.
V poslednich letech se jako rozpoustédlo hojné pouziva n-hexan. Pfi rozpousténi oleje
vznika jeho roztok v rozpoustédle, tzv. miscela, kterou je potteba dale upravit.

Co se tyce ziskavani zivocisnych tukt, ty se ziskavaji nejcastéji ptisobenim horké vody,
ktera tuk vyplavi. Naopak mlécny tuk se ziskava z mléka odstfedénim frakce bohaté na tuk
(smetana) od vodné faze (vlastniho mléka). Ze smetany se tuk mechanicky oddéli

od podmasli obracenim emulze na typ voda v oleji.

Druhou fazi vyroby olejii a tuki je jejich rafinace. Surové tuky a oleje obsahuji fadu pru-
vodnich latek, pfevazné netukového charakteru, které je nutné pred dal$im technologickym
zpracovanim odstranit. Cilem rafinace je zuslechtit surovinu tak, aby byla zdravotn¢ neza-
vadna, vini a chuti pfijemnd, popfipadé neutrdlni, vyhovujici barvou

a dostatec¢nou trvanlivosti.

K zakladnim operacim rafinace patii odslizovani, jehoz cilem je odstranit vSechny privod-
ni latky, a to jak nerozpustné, tak i ty latky, které jsou ptivodné rozpustné v tucich a které
1ze ptidavkem vody — hydrataci - pievést na nerozpustnou formu. Déle je to odkyselovani,
to znamena odstraiovani mastnych kyselin. Zakladni jsou dva postupy: chemicky (neutra-
lizace) nebo fyzikalni (destilace). Mezi dalsi Gpravy pak patii béleni, tedy odbarvovani

oleje, a deodorace, tedy odstranéni latek, které maji nevhodnou chut’ a aroma.

Mastné kyseliny ziskané primyslové St€penim tukl a destilaci obsahuji vzdy fadu mast-
nych kyselin, jejichz slozeni zavisi na druhu vychoziho tuku. Pfi rektifikaci smési mast-

nych kyselin se zpravidla zajimame o ziskani destila¢nich frakci mastnych kyselin, jejichz
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obsah je v suroviné vysoky, zatimco destilacni zbytky se zuzitkuji jako smési mastnych

kyselin.

Pro ziskéni destilacnich frakci mastnych kyselin Cg - Cj4 se pouzivaji frakce z kokosového
a palmojadrového oleje. Pocet destilacnich frakci, které se z jednotlivych typi surovin zis-
kavaji, se pohybuje od dvou do péti, takze se v praxi vystaci s rektifikacni stanici, ktera

ma jednu az ¢tyfi rektifikacni kolony.

Podstata rektifikace (frakéni destilace) spociva v tom, ze smés par mastnych kyselin vzni-
kajicich pfi jednoduché destilaci je v protiproudu vedena proti kondenzatu téchto par,
a to tak, aby mezi kapalnou a plynnou fazi dochéazelo k intenzivnimu styku. Piestupem

hmoty se pak dosahuje rozdélni ptiivodni kapalné smési mastnych kyselin. (27)
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7 KYSELINA KAPRYLOVA

Kyselina kaprylova je osmiuhlikatd mastna kyselina, ktera se pfirozené vyskytuje v kozim,
kravském a matei'ském mléce a mléce kokosovych ofechil. Je schvalena Ufadem pro kont-
rolu potravin a 1€ékid (FDA) za GRAS (Generally Recognised As Safe). (8) Je tekuta pfti

pokojové teploté a je schopna tvotit emulzi typu olej ve vode. (29)

Jiz diive bylo zjisténo, Ze kyselina kaprylova a jeji monoacylglycerol monokaprylat
(monocaprilin) inaktivuji nékteré viry. Antimikrobidlni ucinek kyseliny kaprylové a jeji

potencialni pouziti pro rizné druhy potravin je v souc¢asné dob¢ laboratorné testovano.
7.1 Zdroje kyseliny kaprylové

Kokosovy olej se vyrabi z ¢erstvych kokosovych ofechti. Z rozbitych kokosii se specialni
Skrabkou vydlabe duzina a vytlaci se z ni husté ml¢ko. Vysledna emulze kokosového mlé-
ka se poté zchladi asi na 10 °C. Zchlazeni usnadni oddé¢leni oleje z mléka. Samotné rozdé-
leni se provadi odstfed’ovanim, ¢imz se tedy piivodni kokosové mléko rozd¢€li na Cisty olej
a odstfedéné kokosové mléko. Protoze béhem vyroby neni tento olej tepelné zpracovavan,

teplota béhem vyroby nepiekroc¢i 25°C, zachovava si vSechny vyzivné hodnoty. (3)

Panensky kokosovy olej (tj. vyrobeny z ¢erstvych kokosovych ofechil za studena) se skla-
da prevazné z MCT (Medium Chain Triglycerides) — z triacylglyceroli, které jsou slozeny
z nasycenych mastnych kyselin se sttedné¢ dlouhym fetézcem. Je vhodny jako Cisté rostlin-
na péce o celé télo 1 vlasy, je to skvely koupelovy 1 masazni olej, idedlni je také po holeni.
Siln€ potlacuje kvasinky a plisn€. Nekteré zdroje uvadi, Ze tento olej stimuluje metabolis-
mus, pomaha pii diabetu, nadvaze, poruchach §titné zlazy a pouziva se pti 1é¢be podvyzi-

vy. (3)
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Tab. 4. Slozeni kokosového oleje

Mastna kyselina Obsah v %
Cs - kapronova 0,6
Cs - kaprylova 7,6
Cyo - kaprinova 6
Cys - laurova 57,1
Ci4 - myristova 16,5
Ci6 - palmitova 6,4
Cis.0 - Stearova 0
Cis:1 - olejova 3,7
C158.2n6 - linolova 0
Cy - arachidonova 0,1
Cy4 - lignocerova 0

Palmojadrovy olej se ziskava z jader palmy olejové. Nejprve se provede extrakce duziny
plodi, ¢imz se ziska palmovy olej. Od duziny, kterd zlstane po extrakci, se oddéli jadra,
ze kterych se uz ziska samotny palmojadrovy olej. Tento olej se vyuzivd hlavné

v mydlafstvi a pfi vyrob¢ cukrovinek. (26)

Obr. 2. Plod palmy olejné

Tab. 5. Slozeni palmojadrového oleje
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Mastna kyselina Obsah v %
Cs — kapronova <0,8
Cs — kaprylova 3-8
Cyo — kaprinova 3-7
Ci2 — laurova 47-51
Ci4 — myristova 15-20
Ci6 — palmitova 6,511
Cis.0 — stearova 1,5-3
Cig.1 — olejova 5-10
Ci8:2n6 - linolova 1-3

Mlékem se nazyva tekuty sekret mlééné zlazy savcl. Podle vzajemného poméru kaseinové

a albuminové ¢asti bilkovin rozliSujeme mléka albuminova (matetské, psi, ko€ici a kobyli)

a mléka kaseinova (kravské, kozi, ov¢i, velbloudi). V nasSich podminkach se primyslové

zpracovava predevsim mléko kravské, v mensi mife mléko ovéi a kozi. (2)

Tab. 6. Primérny obsah jednotlivych Zivin v 1 litru kravského mléka

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

Mlécny tuk je vyuzitelny az z 99 % a z hlediska vyzivy je jednim z nejvyhodnéjsSich tukii

vibec. Obsah kyseliny kaprylové v mlééném kravském tuku se pohybuje mezi 0,5 az 1,5

% z celkového mnozstvi mastnych kyselin. Kozi mléko obsahuje ponckud vice kyselin

kapronové, kaprylové a kaprinové, coz je jedna z pficin charakteristického zapachu koziho

mléka. (2)
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7.2 Antimikrobialni ucinky kyseliny kaprylové

Antimikrobidlni aktivita mastné kyseliny zavisi na stupni a typu nasycenosti, na délce fe-
tézce a na vlastnostech rozpoustédla, ve kterém je jeji aktivita vyhodnocovana. Prestoze
antimikrobidlni ucinek volnych mastnych kyselin a jejich esterti byl prokazan v rGznych
syntetickych laboratornich médiich, jejich schopnost nifeni bakterii v mléce nebo
v rozpoustédle bohatém na néjakou zivinu, zejména pti vysokém organickém obsahu, je
limitovana. SniZzend antimikrobialni uc¢innost mastnych kyselin a monoacylglyceroli
v mléce a v dalSich potravindch je pfisuzovana tvorbé komplext s ostatnimi Zivinami,
zejména

s bilkovinami, které¢ snizuji biologickou vyuzitelnost lipidi. (24)

Ptesny mechanismus pusobeni mastnych kyselin na bakterie neni znam. Bylo navrzeno
mnoho hypotéz, které tento jev vysvétluji. Na zékladé vysledkt studie monoacylglycerolti
za pomoci elektronové mikroskopie je mozno se domnivat, ze tyto latky se chovaji jako
neionogenni povrchové aktivni latky, které penetruji a vclenuji se do bakterialni plasma-
tické membréany, a tak zméni jeji permeabilitu. Jind hypotéza tika, ze mastné kyseliny
s kratkym  a stfednim fetézcem difunduji ve svém nedisociovaném stavu do bakterialnich
bunék, uvniti disociuji, a tim zpisobi zvysSeni kyselosti v buiice, ktera inaktivuje intracelu-
larni enzymy

a inhibuje transport aminokyselin. (24)

Dale bylo zjisténo, Ze mastné kyseliny zajiSt'uji transport protond ptes bakteridlni mem-
branu a tak zpusobuji kolaps protonového gradientu. To vede ke spotfebé bunécné energie

a nasledné denaturaci nukleovych kyselin a bilkovin citlivych na kyseliny. (21)
7.3 Vyuziti kyseliny kaprylové v primyslu

Vyznamné vyuziti kyseliny kaprylové je v oblasti kosmetického primyslu. Zejména
v posledni dob¢ nastal vyznamny pokrok v pouzivéani syntetickych triacylglycerolt, tedy
takovych, které nejsou obsazeny v béznych tucich. V pievazné vétsiné tyto triacylglycero-
ly obsahuji kyselinu kaprylovou.

V cel¢ fadé kosmetickych piipravkll se pouziva latka, kterd ma anglicky nazev capry-
lic/capric triglyceride (CCT, frakcionovany kokosovy tuk). Jedna se o smésny ester kapry-

lové a kaprinové kyseliny. Je to velmi Cisty triacylglycerol se stfedné dlouhym fetézcem.
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Ma vynikajici oxidacni stabilitu a téméef neomezenou trvanlivost. CCT je zddouci zmékco-
vadlo. Je schopen rychle penetrovat do kiize. Nevykazuje barevné, vonné ani chutové or-
ganoleptické vlastnosti. Je to vyborné dispergacni ¢inidlo a je pouzitelny jako rozpoustédlo
pro vitaminy a jiné aktivni latky. ZlepSuje roztiratelnost ptipravkl pecujicich

o plet’. Je vhodny pro masaze, nezanechava mastny film. (10)

Z praktického hlediska jde o bezbarvou nebo slab¢é nazloutlou olejovitou kapalinu, Siroce
pouzivanou v potravinaiském a kosmetickém pramyslu a v medicingé. Nema drazdivy uci-
nek na lidskou kizi, plisobi na dobry stav pokozky. Zptsobuje hladkost a lesk vlast. Pou-
7iva se jako stabilizaéni ¢inidlo a zimovzdorna piisada v kosmetice. Casto je obsaZen

ve rténkach a holicich krémech. (15)

Muze byt pouzit jako rozpoustédlo se specifickymi uc€inky, jako stabilizator emulzi, jako
solubilizator a jako matrix pro rizné esence, resp. jako rozpoustédlo pro opalovaci krémy,
vitaminy a dal$i aktivni latky. (16) Své vyuziti nachazi t€z v potravinaiském primyslu jako

odpénovac a jako konzervacéni prostiedek. (15)

'ﬂ R -0OH,
R-CH
1
HC-R -0-C{CH,)gCHs
I-III:_H 1l
H -0-C{CH4)gCHs

CCT
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8 DALSI ANTIMIKROBIALNI CINITELE

Infekce a intoxikace pochdzejici zpoziti infikované potraviny jsou celosvétovym
problémem. Onemocnéni, jako napf. salmoneldza, kampylobakteridza ¢i enterohemoragie
jsou na vzestupu ve spousté primyslovych zemich. Testuji se proto riizné zpisoby, jak
snizit povrchovou kontaminaci potravin a pfedevsim jak, a co nejvice, redukovat mnozstvi

patogentl, vyskytujicich se v potravinach. (8)

Zékladni zasady pro pouziti dané latky s antibakterialnim u¢inkem jsou obecné tii. Pro-
stiedek urceny k dekontaminaci musi byt uc¢inny, bezpecny a dostate¢né kontrolovatelny.
Idealni antimikrobialni prostfedek by nemél mit neptiznivy vliv na organoleptické vlast-
nosti

potraviny jako je vzhled, pach a chut. Nemé¢l by také ménit nutricni hodnotu a zanechavat
nezéadouci rezidua v potraving. Dulezité je také to, aby neptfedstavoval riziko pro zivotni
prostiedi a byl dobie pfijiman zadkazniky a zakonodarci. Jednotliva antimikrobidlni oSetieni
smi byt pouzivana pouze jako pomocny doplnck ke spravné hygienické praxi, nikoli jako

jeji nédhrada. (8)

Tab. 7. Nekteré priklady pouzivanych antimikrobidlnich latek

Fyzikalni Chemické Mikrobialni
vodni para organické kyseliny antibiotika
ultrazvuk anorg. kyseliny bakteriociny
elektromag. zateni alkalie mikrobidlni parazité
1onizujici zareni sorbaty
chlor a jeho slouceni-
elektrické metody ny bakterie mlé¢ného kvaSeni
vysoky tlak fostaty

cykly tani - tuhnuti peroxid vodiku
lysozym
desinfekéni prostiedky

ethanol
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Jak je na prvni pohled patrno z tabulky 7., antimikrobialni prostfedky by se daly rozdélit
v podstaté do tii kategorii. K tém fyzikalnim patii naptiklad ionizujici zafeni. lonizujicim
zatenim se podle platné vyhlaSky rozumi zafeni tvofené Casticemi nabitymi, nenabitymi
nebo obojimi, schopnymi piimo nebo nepiimo ionizovat. K oSetieni potravin lze pouzit
gama zafeni radionuklidd ®’Co nebo '*’Cs, rentgenové zafeni, &i zafeni urychlenych elek-

Cvwr

u drtibeziho masa je povolena NPD 5,0 kGy. (42)

Co se tyce organickych kyselin, dava se prednost hlavné kyselindm s krat$im fetézcem.
Stiedem zajmu jsou predevsim kyseliny octova, mlécnd, citronova, propionova, fumarova,

vinnd a jantarova. (8)

Enzym lysozym je vyznamnym proteinem bilku vajec. Ni¢i zejména Listerii monocytoge-
nes, Clostridium botulinum, Bacillus subtilis a rod Micrococcus. Rezistentni vici lysozy-

mu jsou naptiklad Staphylococcus aureus a rtizné bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae.
(31

Inhibi¢ni u€inek proti nékterym typiim mikroorganismli maji i monoacylglyceroly (MAG).
Tyto latky nachézeji stale vétsi uplatnéni v oblasti potravinarského primyslu. Vyhodou je,
ze vedle antimikrobidlniho u€inku maji také emulgacni a stabilizacni schopnosti. Napfi-
klad MAGy s kyselinou kaprinovou (Cj9) vykazuji antimikrobidlni U€inek ptredevSim

na stafylokoky, bacily, kvasinky a vlaknité houby. (28)

Vyuziti antibiotik jako konzervacénich prostfedkli v potravindiském pramyslu je omezeno
jen na ty latky, které nenalezly Sir$i uplatnéni v humanni nebo veterinarni medicing.
Nebezpec¢i vytvoreni rezistentnich kment brani jejich vétSimu rozsifeni v potravinarské
praxi. Pouze ncktera antibiotika, napf. chlortetracyklin, se pouzivaji jako aditiva do
krmnych smési. Jejich pouziti je vSak pfisn€ regulovano. Z antibiotik je pro ucely konzer-
vace potravin v nékterych statech urcen pouze nisin, chlortetracyklin, oxytetracyklin

a pimaricin. (5)

Co se tyCe nisinu, byla provedena studie, pfi niZ byl testovan uc¢inek tohoto antibiotika
na Listeria monocytogenes. Tato bakterie byla jednak pfimo suspendovéna ve vod¢ a jed-
nak aplikovana na povrchu dribeziho masa. Nisin vyznamné snizoval pocty bakterii sus-
pendovanych ve vodé. Antibakteridlni uc¢inek na Listerii aplikovanou na mase nebyl tak

vyznamny. (20)
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9 RUZNE STUDIE PROVADENE S POUZITIM KYSELINY
KAPRYLOVE

9.1 Antimikrobialni ucinek kyseliny kaprylové na L. monocytogenes
a E. coli v mléce a testovani ucinku kyseliny kaprylové na zazivaci

trakt kralikua

Listeria monocytogenes a Escherichia coli O157:H7 jsou hlavni potravinaiské patogeny.
Postihuji také pasterované i nepasterované¢ mléko a dalsi mlécné vyrobky. Pfedmétem této
studie bylo stanovit antimikrobidlni G¢inek kyseliny kaprylové a jejiho monoglyceridu,
monocaprilinu, na L. monocytogenes a E. coli v mléce. Tyto bakterie byly oCkovany
do autoklavovaného mléka. Byl prokdzan inhibi¢ni u€inek jak kyseliny kaprylové tak
monocaprilinu na tyto dva patogeny. Potencidlnimu pouziti pro mléko a mlé¢né vyrobky

vSak musi jesté predchézet senzorické studie. (24)

Velkym problémem v oblasti zeméd¢€lské vyroby je nachylnost kralikii na rizné infekce
a vysoka umrtnost mladych kraliki po odkojeni. Nejcastéjsi pfi¢inou umrtnosti jsou
prijmova onemocnéni. Chovatelé kralikii proto Siroce pouZzivaji antibiotika. V soucasné
dobé¢ je vSak na antibiotika pohlizeno negativné. Nékterd z nich uz byla zcela zakazéana,
jinym nebyla obnovena licence. Z tohoto diivodu sili potieba najit bezpecnou antimikrobi-
alni latku. Jiz v roce 1961 bylo zjisténo, ze zaludek a tenké stfevo kojenych kralikt je zcela
sterilni. O rok pozdé&ji byly v tuku kréali¢iho mléka stanoveny antimikrobidlni latky, osmi
a desetiuhlikovd nasycend mastna kyselina (kyselina kaprylova a kyselina kaprinova).
Obsah téchto kyselin je v kralicim mléku zna¢né vysoky. Tvoii jednu tietinu az jednu po-
lovinu ze vSech mastnych kyselin, které jsou v tuku krali¢iho mléka obsazeny. Kralici maji
schopnost syntetizovat tyto kyseliny ve své mlé¢né zlaze. Baktericidni u¢inek mastnych
kyselin je dobie znamy. Mastné kyseliny prostupuji bakteridlnimi membranami, uvnitf

bunky zasahuji do energetického metabolismu a narusuji energetické procesy. (33)

Marounek a kol. publikovali v roce 2002 studii o antibakteridlnich u€incich kyseliny kap-
rylové. Cilem pokust bylo zjistit jeji u¢inek na rist a thyny mladych kraliki ve vykrmu.
Kyselina kaprylova byla ptiddna do granulované krmné smési v mnozstvi 0, 2 a 5 g.kg™.
Uskutecnili se dva pokusy na riznych farmach s odstavenymi kraliky genotypu Hyla 2000

a Hyplus, ve v€ku pét tydnii. Bylo sledovano celkem 288 zvifat. V Zadném z pokusti neme¢-
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la kyselina kaprylova vliv na pfirastky hmotnosti. Nebyl pozorovan ani zaporny ucinek
na piijem krmiva. Uhyny kralikil v kontrolnich skupinach 1. a 2. pokusu byly 16,7 2 9,3 %.
U kralikt ptijimajicich krmivo s 5 g kyseliny kaprylové v 1 kg byly odpovidajici thyny
0a2%.V 1. pokusu byl tento rozdil statisticky vyznamny. Byl vysloven zavér, Ze kyseli-
na kaprylova je pouzitelna jako jeden z prosttedki ke snizeni tthynu mladych kralik

na farmach, kde thyny ptesahuji tinosnou mez. (33)

9.2 Inaktivace Enterobacter sakazakii v kojenecké vyZivé pomoci mono-

kaprylatu

Enterobacter sakazakii je patogen zpuisobujici meningitidu, infekci krevniho feciste, sepsi
a nekrdzni enterokolitidu novorozencti a malych déti. Mira amrtnosti je 14 %. Epidemio-
logické studie se zabyvaly pfedevsim suSenou kojeneckou vyzivou, coz je hlavni zdroj
tohoto patogenu. Cilem této studie bylo stanovit antibakterialni i€¢inek monokaprylatu (es-
teru

glycerolu a kyseliny kaprylové) na E. sakazakii v fedéné kojenecké vyzive. Pouzita byla
smes péti kment E. sakazakii, kterd byla ockovana do 10 ml vzorku kojenecké vyzivy
(6,0 log CFU.mlI™). Do vzorku bylo pak piidano 0,25 nebo 50 mM (1%) monokaprylatu.
Vzorky byly inkubovany pii 37 a 23 °C a vyhodnoceny v ¢ase 0 a pak po 1, 6 a 24 hod.
Zaroven byla provedena inkubace pii 8 a 4 °C a vyhodnoceni v ¢ase 0, 6, 24 a 48 hodin.
U wvzorkl, které obsahovaly monokaprylat, byla zjiSt€éna znatelné nizSi populace
E. sakazakii. Ptidavek monokaprylatu (50 mM) snizil mnoZstvi patogenu o vice jak
5 log CFU.ml™" pfi inkubaci po dobu 1 hod. pii 37 a 23 °C a pii inkubaci po dobu 24 hod.
pti teploté 8 a 4 °C. Monokaprylat je tedy potencialné pouzitelny pro inaktivaci E. skaza-

kii. Pfed jeho pouzitim v praxi je vSak nutno provést senzorické posouzeni. (22)

9.3 Inaktivace Escherichia coli O157:H7 in vitro v tekutiné kravského

bachoru pomoci kyseliny kaprylové

V uvedené studii byl zkouman antibakteridlni u¢inek kyseliny kaprylové (35 nebo 50 mM)
na Escherichia coli O157:H7 a celkové na anaerobni bakterie rostouci pii 39 °C.
K vyzkumu byla pouzita tekutina z bachoru (pH 5,6 nebo 6,8) z dvanacti kusti masnych
plemen hovéziho dobytka. CA (Caprylic Acid, kyselina kaprylova) zptsobila pti obou pH

vyrazny pokles populace E. coli v porovnani s kontrolnim vzorkem. Pti pH 5,6 oba pfidav-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

ky kyseliny kaprylové velmi znateln€ inhibovaly E. coli. Po 1 minuté inkubace byla popu-
lace patogenu snizena o vice jak 6 log CFU.ml". Pii pH 6,8 snizil pfidavek 50mM CA
populaci E. coli upln€. Po ptfidavku 35 mM kyseliny kaprylové kleslo mnozstvi patogenu
pfiblizné o 3 log CFU.mlI"' po osmihodinové a o 5 log CFU.ml™" po 24-hodinové inkubaci.
pulaci anaerobnich bakterii bachoru nez na E. coli. Po 24 hod. inkubaci snizila CA
celkovou populaci anaerobnich bakterii pfiblizné o 2 log CFU.ml" pfi pH 6,8, zaroveir CA
nevykazovala vyznamnéjs$i inhibi¢ni G¢inek na celkovy bakterialni obsah. Vysledky ukéaza-
ly, ze kyselina kaprylova je u¢inna proti E. coli obsazené v tekutiné bachoru hovéziho

dobytka. Proto je vhodné jeji pouzivani jako doplnék stravy pted porazkou, coz vede ke

snizeni poctu patogent u hovéziho dobytka. (38)

9.4 Citlivost Escherichia coli vii¢i mastnym kyselinam o délce retézce C,

az Clg

V této studii byla zjiStovana antimikrobialni aktivita mastnych kyselin C, — C;g in vitro
u dvou kmenl Escherichia coli rostoucich na glukose. Antimikrobialni aktivita byla
vyjadiena jako ICsq (tzn. koncentrace, pfi které je kulturou vyuzito pouze 50 % pocatecni-
ho mnozstvi glukosy). Vyuzivani glukosy bylo inhibovano kyselinou kaprylovou
(ICso 0,30-0,85 g.I'") a kaprinovou (ICsp 1,25-2,03 g.I'"). Kyseliny s kratkym fetézcem
(C2-Cy), ani kyseliny s delSim fetézcem neovliviiovaly vyuzivani substratu. Kyselina kap-
ronova jiz snizila vytézek bun¢k v kultuie E. coli v zavislosti na davce. Aplikace nenasy-
cenych mastnych kyselin olejové a linolenové nezpusobila zadny inhibi¢ni efekt na vyuzi-
vani

glukosy. Piidavek Ca®" iontd tlumil antimikrobialni uginek kyseliny kaprinové.
U kyseliny kaprylové tento efekt nebyl pozorovan. Antimikrobidlni aktivita kaprylové
a kaprinové¢ kyseliny klesla, kdyz bakterie rostly v pfitomnosti slamovych ¢astic, nebo byly
opakované subkultivovany v médiu, které tyto ¢astice v nizké koncentraci obsahovalo.
Pocty zivych bakterii stanovovanych plotnovou metodou poklesly po inkubaci s kyselinou
kaprylovou, resp. kaprinovou (30 min; 1 g.1") pii pH 5,2 z 10’ na 10°>.ml™". Pokles o vice
nez 0,94 log;oCFU byl pozorovan pii pH 6,5-6,6. Bylo prokazano, ze kyselina kaprylova
a v mensi mife i kyselina kaprinova vykazuji zna¢nou antimikrobialni aktivitu vici E. coli.

Uginek jinych mastnych kyselin byl malo vyznamny, nebo nebyl prokazan. (21)
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9.5 Vyroba strukturovanych triacylglycerolii bohatych na n-3 polynena-
sycené mastné Kkyseliny acidolyzou rybiho tuku kyselinou kaprylo-

vou v reaktoru s obalenym loZem

Strukturované triacylglyceroly (ST) bohaté na n-3 polynenasycené mastné Kkyseliny
(PUFA), kyselinu eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA) v pozici 2 byly
syntetizovany acidolyzou rybiho oleje skyselinou kaprylovou (CA), za katalyzy
1, 3- specifické imobilizované lipasy Lipozyme IM. Reakce byla vedena tfemi zptsoby: (1)
v sadkovém reaktoru (byl studovan vliv teploty na inkorporaci CA do triaclyglycerolu
rybiho tuku); (2) v reaktoru s obalenym lozem (Packed-Bed Reactor, PBR), které obsaho-
valo imobilizovanou lipasu. V reaktoru cirkulovala reakéni smés z vystupu loze do rezer-
voaru substratu (cirkuloval produkt), pficemz bylo stanovovano rovnovazné slozeni smeési;
a (3) v reaktoru s obalenym lozem, kde smés necirkulovala. Byla pozorovéna jakasi klido-
va doba trvani nepiimo umérnéd pocatecnimu obsahu vody v lipase, pii pouziti nové lipasy.
Tato klidova perioda byla patrn¢ potfebna k tomu, aby se v hydro-enzymatické vrstve, kte-
rd obklopuje povrch lipasy, ustalil rovnovazny obsah vody. Bylo navrzeno reak¢ni schéma,
ve kterém je kyselinou kaprylovou nahrazena pouze ta mastna kyselina, kterd zaujima
v glycerolu pozici 1 a 3. Byly stanovovany rovnovazné konstanty vymény CA za piivodni
mastnou kyselinu v rybim tuku. Nejvice odolné vici vyméné byly n-3 PUFA. Rovnovazné
konstanty vymény byly 1,32 u EPA a 0,28 u DHA. Do uvahy byla brana
1 zpétna reakce a byla vypocitana kinetickd konstanta vymény CA a piivodni mastné kyse-
liny v rybim tuku. Nizké kinetické konstanty byly zjistény u EPA, DHA a kyseliny palmi-
tové. (25)

9.6 Zpisoby denkontaminace dribeZiho masa a kiize

Kontaminace driibeze a driibezich produktl bakterii Salmonella enteritidis je velkym
mezinarodnim problémem. Vyskyt S. enteritidis ve stievech kutat vede k horizontalnimu
pfenosu infekce, ke kontaminaci skofapek vajec trusem a ke kontaminaci klize pfi porazce.
Cilem studie Vasudevana a kol. bylo zjistit antibakteridlni ucinek kyseliny kaprylové
na S. enteritidis in vitro ve sttevnim obsahu kuftat. Stfevni obsahy ziskané od 60 brojlerii
byly vyluhovany a smichany s tmérnym mnozstvim fosfatového tlumivého roztoku. Pak
byly autokldvovany, aby byly vylouceny piivodni bakterie. Smés péti kment S. enteritidis

byla otkovana v mnozstvi 10° log CFU.ml" do stfevnich obsahti obsahujicich 0,50 nebo
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100 mM CA. Vzorky byly inkubovany pii 40°C za anaerobnich podminek a populace
S. enteritidis byla vyhodnocena v ¢ase 0, 1 a 8 min a po 24 hodinach. Ob¢ koncentrace CA
snizuji populaci S. enteritidis o p¥iblizné 5,0 log CFU.ml™" za 1 min inkubace, kompletni
inaktivace nastavd za 24 hod. V neautokldvovanych stfevnich obsazich vykazovala CA
znacné nizsi a minimalni inhibi¢ni ucinek na celkovy pocet anaerobnich stfevnich bakterii,
nez na S. enteritidis. Podle ziskanych vysledkii by kyselina kaprylova mohla byt pouzivana
jako dopln€k stravy pied porazkou, jako latka redukujici pocty S. enteritidis v dribezi.

Praktické aplikaci ale musi jesté predchazet experimenty in vivo. (41)

Drlbez je castou pri¢inou stfevnich infekci z jidla. Hledaji se proto riizné zptisoby, jak
snizit kontaminaci driibeziho masa a jak zlepsit hygienickou troven na jatkdch. Technika
slouzici k dekontaminaci by méla byt jednoducha, pfijatelna, levna, pratelska k zivotnimu
prostfedi, nesmi zanechévat nebezpecné¢ zbytky v potraviné a musi byt v souladu
s existujici legislativou. DritbeZim masem a snizovanim poctu patogenii v ném se zabyva
spousta studii. Zkoumana byla, jak je uvedeno vyse, i kyselina kaprylova. Studie Sinhama-
hapatry a kol. se zabyvala porovnanim inhibi¢niho u¢inku nékolika latek. Jednalo se
o horkou vodu, kyselinu mlé¢nou, roztok chloru a kysely chloritan sodny (ASC). Vysled-
kem studie bylo, ze vSechny latky snizily celkovy pocet mikroorganismi (P < 0,01).
Nejucinngjsi, co se tyCe eliminace mikrobidlni kontaminace, byla technika namaceni
v horké vodé a namaceni v kyseliné mlécné. Dale to byla technika sprejovani horkou
vodou, sprejovani kyselinou mléénou, namaceni v kyselém chloritanu sodném (ASC),
namaceni v roztoku chloru, sprejovani roztokem chloru a sprejovani ASC. Celkovy pocet
bakterii byl horkou vodou sniZen o 1,28 log) a kyselinou mlé¢nou o 1,36 log;o. Co se tyce
snizovani poctu koliformnich mikroorganismii z kiize brojlerii, byla nejucinngjsi technika
namaceni v kyselém chloritanu sodném (ASC) a naméceni v horké vodé. U ASC byl

zjistén ubytek mikroorganismii o 1,37 logo, u horké vody 1,34 logjo. (32)

Hinton a Ingram zkoumali kyselinu olejovou, jako mozny zplsob snizovéani populace bak-
terialni fléry na dribezi ktizi. Kiize byla jednou nebo dvakrat proprana v roztocich 0, 2, 4,
6, 8, nebo 10 % (w/v) kyseliné olejové a poté oplachnuta peptonovou vodou. Ve vyluhu
byly vyhodnoceny aerobni bakterie, celed Enterobacteriaceae, Campylobacter
a enterokoky. Ve vyluzich s obsahem kyseliny olejové bylo zjiSténo zna¢né¢ niz$i mnoZzstvi
téchto mikroorganismii oproti kontrolnimu vzorku. V roztocich s vyssi koncentraci kyseli-

ny olejové bylo zjisténo niz§i mnozstvi mikroorganismi nez v roztocich nizsich koncent-
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raci. Dvojnasobné propirani dribezi klize v 10 % roztoku kyseliny olejové vyznamné sni-
zilo pocet aerobnich bakterii, ¢eledi Enterobacteriaceae, Campylobacter a enterokokd.

(13)

9.7 Antibakterialni ucinek kyseliny kaprylové a monokaprylatu na

hlavni bakteridlni patogeny zpisobujici mastitidu

Bovinni mastitida zpiisobuje vyznamné ekonomické ztraty v mlékarenském primyslu
po celém svété. Antibiotika, jako prostfedek proti mastitidé, vykazuji pomérné slaby
lécebny ucinek a vedou navic ke vzniku rezistence u bakterii a zanechavaji rezidua
v mléce. VSechny tyto divody nutné¢ vedou k vyvoji alternativnich 1é€ebnych prostiedkli
proti mastitidé. Cilem této studie bylo posoudit U¢innost kyseliny kaprylové a jejiho
monoacylglycerolu, monokaprylatu (monocaprylin), vii¢i béZnym patogeniim zpusobuji-
cim mastitidu: mezi nimi Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Strepto-
coccus uberis, Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Ke vzorkim mléka obsahujicim
50 ¢i 100 mM CA, nebo 25 ¢i 50 mM monokaprylatu, byla ptidana suspenze dané-
ho patogenu (celkem bylo ockovano pét raznych patogenti). Vzorky byly inkubovany pii
39 °C.
Populace ptezivajicich bakterii byla vyhodnocena v ¢ase 0, a pak po 1 min, 6 hod., 12 hod.
a 24 hod. inkubace. CA 1 monokaprylat redukovaly vSech pét patogent o vice jak
5,0 log CFU.ml"' po 6 hod. inkubace. Z testovanych druhi bakterii byly vii¢i kyseling kap-
rylové a monokaprylatu nejvice citlivé Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae a S. ube-
ris. Escherichia coli byla nejvice odolna. Podle vysledkl této studie je mozné pouziti
kyseliny kaprylové a monokaprylatu jako alternativy vici antibiotikiim nebo jako jejich

dopln¢k, v praxi jako ucinna slozka infze proti bovinni mastitidé¢ vemene. (23)
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II. PRAKTICKA CAST
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10 METODIKA

10.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Asepticky ockovaci box

Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni pfistroje Praha)
Bunsentiv kahan

Horkovzdusny sterilizator Memmert (elektronicky regulovand suSarna)
Chladnicka Electrolux (1 —4 °C)

Laboratorni sklo

Mikropipeta Biohit Labsystems (100 ul, 500 pl, 10 — 100 ul)
MikrovInna trouba Electrolux

Parni sterilizator H + P Varioklav (121 °C, ptetlak 0,1 MPa)
pH — metr (GRYF)

Susarna KBC G100/250

UV zafi¢ Prolux GM 55 W

Vahy KERN 440 — 47N

10.2 Material

10.2.1 Zivné pudy

Endo Agar

Zivna pida Endo Agar je pouZivana pro detekci a rozlieni laktosa-pozitivnich a laktosa-

negativnich koliformnich bakterii.
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Slozent:

Tab. 8. Slozeni Endo Agaru

Latka MnoZstvi [g.I]
masovy pepton 10,0
laktosa 10,0
sifi¢itan sodny 2,5
hydrogenfosforeénan 3.5
(di)draselny ’
basicky fuchsin 0,5
agar 15,0
Mannitol Salt Agar

Mannitol Salt agar je selektivnim médiem pro izolaci patogennich stafylokokd.

Slozent:

Tab. 9. Slozeni Mannitol Salt Agaru

Latka Mnozstvi (g.I")
proteosovy pepton 10,00
hovézi extrakt 1,00
chlorid sodny 75,00
D-mannitol 10,00
fenolova ¢erven 0,025
agar 15,00

Mueller Hinton Agar No. 2

Mueller Hinton Agar je medium pro stanoveni citlivosti k antimikrobidlnim latkam

diskovou Bauer-Kirbyho metodou u rychle rostoucich aerobnich a fakultativné anaerob-

nich patogennich bakterii.
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Slozent:

Tab. 10. Slozeni Mueller Hinton Agaru

Latka Mnozstvi (g.I")
kysely hydrolyzat kasei- 17,5
nu
hovézi srdcova infuse 2,0
skrob, rozpustny 1,5
agar 17,0

Plate Count Agar

Pida PCA se pouziva pro stanoveni po¢tu mikroorganismi v potravinach a vodé. Slozeni

piipravku odpovida pozadavkim CSN ISO 4833; 2293 a 7698.

Slozenti:

Tab. 11. Slozeni Plate Count Agaru

Latka Mnozstvi (g.I™)
enzymaticky hydrolyzat kasei- 5.0
nu
kvasni¢ny extrakt 2,5
glukosa 1,0
agar 15,0

10.2.2 PomnozZovaci média

Pomnozovaci bujon

Pomnozovaci (masopeptonovy) bujon se pouziva pro inkubaci kultur celé fady bakterii,

jako vhodné medium pro jejich rast.
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Slozent:

Tab. 12. Slozeni pomnoZovaciho bujonu

Latka Mnozstvi (g.1")
masovy vytazek (Protose — 6.0
BE) ’
pepton 8,0
NaCl 5,0

Masopeptonovy agar

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

mediem pro celou fadu bakterii

Slozent:

Tab. 13. Slozeni masopeptonového agaru

Latka Mnozstvi (g.l'l)
masovy vytazek (Protose — 6.0
BE) ’
pepton 8,0
NaCl 5,0
agar 15

10.2.3 Pouzité roztoky a chemikalie

e Fyziologicky roztok (8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody)
e Kyselina kaprylova (Caprylic acid, purum (>98%), Fluka, Chemika, 21650)

e Chlorid sodny (Dodavatel: Petr Lukes, Uhersky Brod)

e Destilovana voda

e FEthanol

e Hydroxid draselny (KOH, 10%)
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e Savo (Vyrobce: Bochemie s.r.0., Bohumin)
10.3 Antibakterialni Gcinek kyseliny kaprylové na Escherichia coli

Pfi testovani antibakteridlniho G¢inku kyseliny kaprylové byly pouzity dvé metody. Prvni

byla nazvéna jako ,,metoda roztérem na ptidu‘ a druhé jako ,,metoda v bujonu®.
10.3.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Escherichia coli metodou ,,roztérem na padu“

Experiment byl proveden na ptid¢ Plate Count Agar (PCA) a na piidé Endo Agar (EA).
Priprava pudy PCA:

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 23,50 g pidy do 1000 ml destilované vody. Sme¢s byla

zahtivana do Uplného rozpusténi a sterilovana v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut.
Piiprava pudy EA:

S ptesnosti na 0,01 g bylo navazeno 41,50 g pady do 1000 ml destilované vody a smeés
byla zahtivana do tplného rozpusténi. Poté byla sterilovana v autoklavu pii 121 °C po do-

bu

15 minut. Pfed nalévanim na Petriho misky byla diikladné rozmichana.
Vlastni experiment:

Na zivnou piidu bylo nejprve vyockovano 300 pl kyseliny kaprylové o pfedem dané
koncentraci. Byla pfipravena zakladni suspenze daného kmene E. coli a z ni pfipraveno
desitkové fedéni 10” a 10°. Na padu s aplikovanou kyselinou kaprylovou bylo otkovano
100 pl daného tedéni. Zaroven byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery neobsahoval kyselinu

kaprylovou. Vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin.

10.3.2 Aplikace kyseliny kaprylové na Escherichia coli metodou ,,v bujonu*
Experiment byl proveden na Zivnych pudach Plate Count Agar (PCA) a Endo Agar (EA).
Pidy byly ptipraveny postupem uvedenym v kapitole 10.3.1.

Ptiprava pomnoZovaciho bujonu:

Bylo navazeno 6,0 g masového vytazku (Protose-BE), 8,0 g peptonu a 5,0 g chloridu
sodného do 1000 ml destilované vody. Hydroxidem draselnym (10 %) bylo upraveno pH
na hodnotu 6,8 — 7,2. Bujon byl sterilovan v autoklavu pti 121°C po dobu 15 minut.
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Vlastni experiment:

Bylo ptipraveno 5 x 50 ml roztoku sterilniho bujonu a do néj bylo ptidano tolik kyseliny
kaprylové, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla 0,25 %, 0,5 %, 0,75 % a 1 %.
Zaroven byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke vSem
vzorkim byla ptiddna suspenze Escherichia coli (500 pl). Vzorky byly inkubovany pfti
37 °C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena piislusnd fedéni a ta se
oc¢kovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky s pidami PCA a EA. Nasledovala opét
inkubace pti 37 °C po dobu 24 hod.

10.4 Antibakterialni icinek kyseliny kaprylové na Salmonella

typhimurium

Pfi vyzkumu antibakteridlniho G¢inku kyseliny kaprylové na kmen S. typhimurium byly

pouzity opét metody ,,roztérem na pudu‘ a ,,v bujonu®, stejn¢ jako u E. coli.
10.4.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Salmonella typhimurium ,,roztérem na pudu*

Zivné pudy pro bakterialni kmen S. typhimurium, PCA a EA, byly pfipraveny postupem
uvedenym v kapitole 10.3.1.

Na Zivnou ptidu bylo nejprve postupné vyockovéano 300 pl kyseliny kaprylové o koncent-
raci 1,5; 2; 2,5; 3 a 5 %. Byla pripravena zakladni suspenze daného kmene S. typhimurium
a z ni piipraveno fedéni 10° a 10. Na pudu s kyselinou kaprylovou bylo o¢kovano 100 pl
dané natfedéné suspenze. Zaroven byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylo-

vou neobsahoval. Vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin.

10.4.2 Aplikace kyseliny kaprylové na Salmonella typhimurium metodou ,,v bujonu*
Zivné pudy pro bakteridlni kmen S. typhimurium, PCA a EA, byly pfipraveny postupem
uvedenym v kapitole 10.3.1. Ptiprava pomnozovaciho bujonu je popsana v kapitole 10.3.2.

Bylo pfipraveno 6 x 50 ml roztoku sterilniho bujonu a do n¢j ptidano tolik kyseliny kapry-
lové, aby jeji celkova koncentrace v bujonu byla 0,1 %, 0,125 %, 0,25 %, 0,5 % a 0,75 %.

Zaroven byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke v§em
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vzorklim byla ptidéna suspenze Salmonella typhimurium (500 pl). Vzorky byly inkubova-
ny pii 37 °C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena pfislusna fedéni a ta
se oCkovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s piidami PCA a EA. Nasledovala opét

inkubace pti 37 °C po dobu 24 hod.

10.5 Antibakterialni u¢inek kyseliny kaprylové na Pseudomonas

fluorescens

Pii testovani Gc¢inku kyseliny kaprylové na dalsi bakteridlni kmeny byla pouzita pouze
metoda ,,v bujonu®. Tato metoda vykazovala statisticky prikaznéjsi vysledky. K tomuto
rozhodnuti bylo pfistoupeno na zdkladé¢ vysledki pfi testovani kment E. coli
a S. typhimurium. Byl u€inén zavér, Ze piimou aplikaci kyseliny kaprylové na povrch pid
nedochazi k dobré difuzi kyseliny do zivného media a tudiz metoda ,,roztérem na padu*

neni v tomto ptipad¢ vhodna.

Pti testovani antibakterialniho G¢inku kyseliny kaprylové na P. fluorescens byla pouzita

zivna puda Plate Count Agar (PCA). Postup jeji ptipravy je uveden v kapitole 10.3.1.

Bylo ptipraveno 6 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj pridano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace v bujonu byla 0,1 %, dale 0,125 %, 0,25 %, 0,5 % a 1 %. Zaroveii
byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke v§em vzorkiim
byla ptfiddna suspenze Pseudomonas fluorescens (500 pl). Vzorky byly inkubovany pfti
25 °C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena piislusna fedéni a ta se oc-
kovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s piidou PCA. Nésledovala opét inkubace pfi

25 °C po dobu 24 hod.
10.6 Antibakterialni u¢inek kyseliny kaprylové na Staphylococcus aureus

Kromé aplikace kyseliny kaprylové na Staphylococcus aureus ,,metodou inkubace
v bujonech®, byl také proveden vedlejsi experiment, ktery mél provéfit, jestli, a o jakou
hodnotu, snizuje kyselina kaprylova pH v bujonu, a jaky podil ma toto okyseleni na

antibakterialnim G¢inku kyseliny kaprylové.
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10.6.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Staphylococcus aureus ,,v bujonech*

Experiment byl proveden na ptdé Plate Count Agar (PCA) a Mannitol Salt Agar (MSA).
Ptiprava Zivné pudy PCA je popsana v kapitole 10.3.1.

Piiprava pudy MSA:

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 111,00 g pidy do 1000 ml destilované vody. Tato
suspenze byla zahiivana do tplného rozpusténi a potom sterilovana v autoklavu pti 121 °C

po dobu 15 minut.
Vlastni experiment:

Bylo pfipraveno 6 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj ptidano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace v bujonu byla 0,1 %, 0,125 %, 0,25 %, 0,5 % a 0,75 obj.%.
Zaroven byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke vSem
vzorkim byla ptidana suspenze Staphylococcus aureus (500 pl). Vzorky byly inkubovany
pti 37 °C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena ptislusna fedéni a ta se
oc¢kovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky. Nasledovala opét inkubace pti 37 °C po

dobu 24 hod.

10.6.2 Aplikace kyseliny kaprylové na Staphylococcus aureus ,,v neutralizovaném

bujonu*

Pokus byl proveden pouze vyockovanim na ptidu PCA, kterd byla pfipravena postupem

uvedenym v kapitole 10.3.1.

Bylo pfipraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj pridano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace byla 0,125 %, 0,25 a 0,5 %. Zaroven byl pfipraven kontrolni
vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. U bujonii s pfisluSnou koncentraci kyseli-
ny kaprylové bylo zméfeno pH a jeho hodnota byla zaznamenéana do tabulky 34. Bujony,
které obsahovaly kyselinu kaprylovou byly neutralizovany 10 % roztokem hydroxidu
draselného a neutralizacni reakce byla ovéfena pH papirkem. Poté byla do bujont pridana
suspenze Staphylococcus aureus (500 pl). Vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu
24 hod. Poté byla zkazdého vzorku provedena pfislusna tfedéni a ta se ocCkovala

v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s piidou PCA. Nasledovala opét inkubace pii 37 °C po
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dobu
24 hod.

10.7 Antibakterialni u¢inek kyseliny kaprylové na Serratia marcescens

10.7.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Serratia marcescens metodou ,,v bujénu“

Experiment byl proveden s Zivnou pidou Plate Count Agar (PCA), jejiZz pfiprava je
popsana v kapitole 10.3.1.

Bylo pfipraveno 8 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj ptidano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace byla 0,1 %, 0,125 %, 0,25 %, 0,5 %, 1 %, 1,5 % a 2 %. Zaroven
byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke v§em vzorkiim
byla pridana suspenze Serratia marcescens (500 pl). Vzorky byly inkubovany pii 37 °C
po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena ptislusnéd fedéni a ta se ockovala
v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s pidou PCA. Nasledovala opét inkubace pii 37 °C
po dobu 24 hod.

10.8 Antibakteridlni ucinek kyseliny kaprylové na Micrococcus luteus

10.8.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Micrococcus luteus ,,v bujonu“

Experiment byl proveden s zivnou pudou Plate Count Agar (PCA). Postup pfipravy je
uveden v kapitole 10.3.1.

Bylo ptipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj ptidano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace byla 0,1 %, dale 0,125 %, 0,25 % a 0,5%. Zaroven byl ptipraven
kontrolni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke v§em vzorkiim byla pfidana
suspenze Serratia marcescens (500 pl). Vzorky byly inkubovany pii 30 °C po dobu 24
hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena piislusna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi

100 pl na Petriho misky. Nasledovala opé€t inkubace pti 30 °C po dobu 72 hod.
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10.9 Antibakterialni u¢inek kyseliny kaprylové na Bacillus cereus

10.9.1 Aplikace kyseliny kaprylové na Bacillus cereus metodou ,,v bujonu“

Experiment byl proveden s Zivnou piidou PCA. Ta byla pfipravena postupem uvedenym

v kapitole 10.3.1.

Bylo pfipraveno 6 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj ptidano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace v bujonu byla 0,1 %, 0,25 %, 0,5 %, 1 % a 3 %. Zaroven byl
pfipraven kontrolni vzorek — 50 ml bujonu bez kyseliny kaprylové. Ke vSem vzorkiim byla
pridana suspenze Bacillus cereus (500 pl). Vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu
24 hod. Poté byla zkazdého vzorku provedena pfislusnd fedéni a ta se ockovala

v mnozstvi 100 pl na Petriho misky. Nasledovala opét inkubace pii 37 °C po dobu 24 hod.

10.10 Antibakterialni ucinek kyseliny kaprylové na Bacillus subtilis

10.10.1Aplikace kyseliny kaprylové na Bacillus subtilis metodou ,,v bujonu“

Experiment byl opét proveden pouze s pidou PCA. Postup piipravy této zivné pidy je

uveden v kapitole 10.3.1.

Bylo pfipraveno 7 x 50 ml sterilniho bujonu a do néj pridano tolik kyseliny kaprylové, aby
jeji celkova koncentrace byla 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2 a 3 obj.%. Zaroven byl pfipraven kontrol-
ni vzorek, ktery kyselinu kaprylovou neobsahoval. Ke vS§em vzorkiim byla pfiddna suspen-
ze Bacillus subtilis (500 pl). Vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hod. Poté byla
z kazdého vzorku provedena piislusna fedéni a ta se o€kovala v mnozstvi 100 pl na Petriho

misky s padou. Nasledovala opét inkubace pii 37 °C po dobu 24 hod.

10.11 Identifikace pouzivanych kmeni bakterii

10.11.1Charakteristika testu

ENTEROtestem a STAPHYtestem byly ovéfeny pouzité kmeny bakterii. Byl proveden
kiizovy roztér jednotlivych druha bakterii na pidu Masopeptonovy agar a tyto kultury byly
inkubovany pti 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byly pfipraveny suspenze jednotlivych
bakterii (kultura + fyziologicky roztok). Pak byly provedeny samotné testy.
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Zivna pida mastopeptonovy agar byla pfipravena nasledujicim zptisobem: bylo navézeno
6,0 g masového vytazku (Protose-BE), 8,0 g peptonu, 5,0 g chloridu sodného a 15 g agaru
do 1000 ml destilované vody. Hydroxidem draselnym (KOH) bylo upraveno pH na
hodnotu 6,8 — 7,2. Piida byla sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Souprava ENTEROtest 24 je urcena pro rutinni identifikaci vyznamnych druhti stfevnich
bakterii z Celedi Enterobacteriaceae. Dvacet Ctyfi biochemickych testli je umisténo
v jamkéach mikrotitracni desticky. Do kazdé jamky se pfidava 100 pl suspenze bakterie.
Testy na indol (IND), sirovodik (H,S), lysin (LYS), ornithin (ORN), ureasu (URE)
a arginin (ARG) se zakapnou parafinovym olejem. Po 24 hodinové inkubaci se provede
zhodnoceni reakci. Nékteré jamky se zakdpnou piislusnymi Cinidly, a sice: 1. fada, jamka
H (test Indol) dvéma kapkami ¢inidla pro indol (IND), 3. fada, jamka H (test Acetoin)
¢inidly pro acetoin VPT I a VPT II a 2. fada, jamka H (test Fenylalanin) jednou kapkou
¢inidla pro fenylalanin (PHE). Vysledky jsou zaznamenany do formulafe pro zdznam
vysledkt. Identifikace se vyhodnoti na pocitaci identifikaénim programem TNW Lite 6.5.
ENTEROtestem byly provéteny kultury Escherichia coli, Salmonella typhimurium

a Serratia marcescens.

Souprava STAPHY'test 16 je urcena pro identifikaci zastupcii rodu Staphylococcus 1 dal-
Sich grampozitivnich katalaza pozitivnich koki. Pti provadéni STAPHYtestu se postupo-
valo obdobn¢ jak je popsano vySe u ENTEROtestu podle pfilozeného navodu. STAPHY-

testem byla ovéfovana kultura Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus.

10.12 Charakteristika statistického vyhodnocovaciho pocitacového pro-

gramu

Ke statistickému vyhodnoceni experimentalnich dat byl pouzit statisticky software
STATVYD verze 2.0 beta. Tento program je urCen béznym uZzivatelim statistiky jako
podpora vyhodnocovani dat ziskanych v konkrétnich redlnych situacich. Tento program

umoziluje zpracovavat data ve znamém prostiedi Microsoft Excel.

Pii vyhodnocovani dat se postupovalo nasledujicim zplisobem. Nejprve bylo zapotiebi
zvolit jeden ze tif modull: srovnani jednorozmérnych dat, analyza rozptylu a senzoricka
analyza. Mezi t€émito byl vybran modul analyzy rozptylu. Modul analyza rozptylu zahrnuje

jednofaktorovou analyzu rozptylu pro nezavislé vybéry. U analyzy rozptylu jde o testovani
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vyznamnosti odchylek hodnot mezi vice jako dvémi vybérovymi soubory. Jedna se

o oboustranné testy.

Modul zahrnuje tfi sady metod: parametrické metody, neparametrické metody a metodu
pro nominalni znaky. Byla zvolena neparametrickd analyza, protoze zde lze zadat 3 az
20 vybérovych souborti, pticemz kazdy z vybérovych souborti miize zahrnovat az 200 dat.
V tomto piipad¢ se pracovalo s péti az osmi vybérovymi soubory. Mnozstvi dat bylo
u kazdé bakterie riizné. Prvni analyzou software vyhodnoti, zda se hypotéza o shodé
hodnot piijiméa nebo zamitd. Pokud je hypotéza zamitnuta, je vhodné se zabyvat tim, které

soubory se od sebe lisi.

Software poskytuje tfi moznosti parovych testovani. Protoze v tomto piipad¢ byl vzdy
v danych srovnavanych souborech stejny pocet dat, bylo zvoleno srovnani dvojic pro
hladinu vyznamnosti a = 0,05 pro stejné rozsahy vybérii s maximalné 25 daty v jednom
vybéru a pro pocet vybéri mensi nez 11. Samotné vyhodnoceni je pak provedeno
Kruskal-Wallisovym testem. Zobrazi se tabulka, kde jak v zdhlavi, tak i v legend¢ jsou
¢isla vybérovych soubort (popisky napt. K, 0,1 % atd.). V jejich prisecicich jsou vysledky
testll. Zobrazi-li se ,,S*, pak na dané¢ hladin€ vyznamnosti nebyl shledan statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami srovnavanych souborii. Zobrazi-li se ,,R“, pak na dané
hladin€ vyznamnosti existuje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami srovnavanych

souboru.
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11 VYSLEDKY A DISKUSE

11.1 Vysledky méreni antibakterialniho Gcinku kyseliny kaprylové na

Escherichia coli metodou ,,roztérem na piadu*

Tab. 14. Vyhodnoceni CFU E. coli na piidée PCA

cca [0bj.%] Kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5
CFU.ml" 7,86.10° 5,46.10° | 5,07.10% | 5,05.10° | 1,31.10°
log CFU.ml" 8,90 8,74 8,71 8,70 8,12

Pozn.: cca — koncentrace kyseliny kaprylové

piida PCA
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Obr. 3. Zavislost log CFU Escherichia coli na koncentraci CA
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Statistické zhodnoceni:

Tab. 15. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho ucinku

CA na E. coli Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

Vybéry K 1% | 15% | 2% | 25%

1%

1,5 %

2%

2,5%

Pozn.: S —nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil

R — byl shledan statisticky vyznamny rozdil

Na hladiné vyznamnosti 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil pouze mezi

kontrolnim vzorkem a koncentraci kyseliny kaprylové 2,5 obj.%.

Tab. 16. Vyhodnoceni CFU E. coli na pudé Endo Agar

cca [0bj.%] kontrolni vzorek 1 1,5 2 2,5

CFU.ml" 5,89.10° 5,56.10° | 5,55.10% | 5,52.10° | 4,47.10°

log CFU.ml" 8,77 8,75 8,74 8,74 8,65
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ptida EA

&
[

&
o

log CFU.mI"
(o]
N

o
N
I

1,5

Cca [0b].%]

2,5

Obr. 4. Zavislost CFU Escherichia coli na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Na hladiné vyznamnosti 5 % nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi srovnava-

nymi soubory.

Metodou roztérem na puidy PCA a EA bylo zjisténo, ze kyselina kaprylova snizuje popula-

ci Escherichia coli pouze slabé, statisticky nevyznamné. Hodnoty poklesu celkového poctu

mikroorganismu se pohybovaly stale v rdmci jednoho tadu.

11.2 Vysledky méreni antibakterialniho icinku kyseliny kaprylové na

Escherichia coli metodou ,,v bujonu*

Tab. 17. Vyhodnoceni CFU Escherichia coli na pudeé PCA

koncentrace [0bj.%] | kontrolni vzorek 0,25 0,5 0,75
CFU.ml"! 6,33.10° 4.40.10% | 2,47.10° 0
log CFU.ml" 8,80 2,64 2,39 -
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puda PCA
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Obr. 5. Zavislost CFU Escherichia coli na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 18. Statistické vyhodnoceni antibakteridalniho ucinku

CA na E. coli Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,5 %

Statisticky vyznamny rozdil byl shledan mezi kontrolnim vzorkem a 0,75 obj.% CA a mezi

kontrolnim vzorek a 1 obj.% CA.

Tab. 19. Vyhodnoceni CFU Escherichia coli na pude Endo Agar

koncentrace [0bj.%] | kontrolni vzorek 0,25 0,5 0,75 1

CFU.ml"! 1,01.10° 6,23.10* | 2,07.10° 0 0

log CFU.ml"! 9,00 2,79 2,32 -
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puda EA
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Obr. 6. Zavislost CFU Escherichia coli na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 20. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho ucinku

CA na E. coli Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

Vybéry K 025% | 05% | 0,75% |1 %

0,25 %

0,5 %

0,75 %

1%

Na hladin¢ vyznamnosti 5 % existuji mezi srovnavanymi soubory statisticky vyznamné
rozdily. Vyznamné je zjiSténi rozdilu mezi kontrolou a 0,75 obj.% CA a mezi kontrolou

a1 obj.% CA.

Experiment byl ptivodné proveden s koncentracemi kyseliny kaprylové 1, 1,5, 2 a 2,5 %.
K lepsi charakterizaci antibakteridlniho U¢inku kyseliny kaprylové byly vSak poté zvoleny

nizsi koncentrace.
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Bylo potvrzeno, ze kyselina kaprylova prokazatelné snizuje populaci Escherichia coli.

Pozitivni U¢inek snizovani poctu E. coli byl zaznamenan jiz pii koncentraci kyseliny

kaprylové 0,25 %. Pti koncentraci této kyseliny 0,75 % byl jiz rlst E. coli zastaven.

11.3 Vysledky méreni antibakterialniho Gcinku kyseliny kaprylové na

Salmonella typhimurium metodou ,,roztérem na pudu*

Tab. 21. Vyhodnoceni CFU Salmonella typhimurium na pide PCA

cca [0bj.%] kontrolni vzorek 1,5 2 2,5 3 5
CFU.ml"! 2.25.10° 1,86.10° | 1,62.10% | 1,58.10° | 1,38.10% | 1,18.10°
log CFU.ml™ 8.35 8,27 8,21 8,20 8,14 8,07
piida PCA
8,50
8,30
E |
= 8,10
S
O 790 -
=)
)
7,70
7,50
1,5 2 2.5 3 5
cca [0bj.%]

Statistické zhodnoceni:

Obr. 7. Zavislost CFU Salmonella typhimurium na koncentraci CA

Na hladiné vyznamnosti 5 % nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi srovnédva-

nymi soubory.
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Tab. 22. Vyhodnoceni CFU Salmonella typhimurium na piide EA

cca [0bj.%] |kontrolni vzorek 1,5 2 2,5 3 5

CFU.ml"! 2,91.10° 244.10° | 1,96.10° | 1,20.10° | 1,08.10° | 9,93.10’

log CFU.ml" 8,46 8,39 8,29 8,08 8,03 8,00

nda EA
8,50 p

Lo

w

S
|

&
N
o

N
©
oS

log CFU.mlI"

~N

~

o
|

7,50

K 1,5 2 2,5 3 5
cca [0b].%]

Obr. 8. Zavislost CFU Salmonella typhimurium na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 23. Statistické vyhodnoceni antibakteridalniho ucinku

CA na S. typhimurium Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry
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Na hladiné vyznamnosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily. Mame na mysli roz-

dil mezi kontrolou a pfislusnou koncentraci. Rozdil jen mezi 1,5 % a 5 % koncentraci CA.

Z této studie vyplyva, Ze ani koncentrace kyseliny kaprylové 5 % nevykazovala vyznamny
antibakterialni U¢inek na bakterii Sa/monella typhimurium. Pfi koncentraci 5 % se ubytek

poctu kolonii S. #yphimuriumi nesnizil ani o cely tad.

11.4 Vysledky méreni antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na

Salmonella typhimurium metodou ,,v bujonu*

Tab. 24. Vyhodnoceni CFU Salmonella typhimurium na pudeé PCA

cca [0bj.%] |kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75
CFU.ml"! 2,44.10° 9,85.10° | 7,00.10° 0 0 0
log CFU.ml" 8,39 6,99 5,85 - - -
puda PCA
8,00
E 6,00 -
=
S 4,00 -
=0)]
S
2,00
0,00
K 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75
Cca [0b].%]

Obr. 9. Zavislost CFU Salmonella typhimurium na koncentraci CA
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Statistické zhodnoceni:

Tab. 25. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho ucinku

CA na S. typhimurium Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,125 %

0,125 %

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi

0,25 0bj.% CA, 0,5 0bj.% CA a 0,75 0bj.% CA.

Tab. 26. Vyhodnoceni CFU Salmonella typhimurium na pide EA

cca [0b].%] |kontrolni vzorek 0,1 0,125

0,25

0,5

0,75

CFU.ml! 2,78.10° 2,30.10" | 9,45.10°

0

log CFU.ml"! 8,44 7,36 5,98
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puda EA
8,00 -
S 6,00
-
& 4,00
=U]
S
2,00
0,00
K 0,1 0,125 0,25 05 0,75
Cca [0b].%]

Obr. 10. Zavislost CFU Salmonella typhimurium na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 27. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho ucinku

CA na S. typhimurium Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,125 %

0,125 %

Na hladiné vyznamnosti 5 % existuji mezi srovnavanymi soubory statisticky vyznamné
rozdily. Jednd se o rozdil mezi kontrolnim vzorkem a koncentraci 0,25 obj.% CA,

0,5 0bj.% CA a 0,75 obj.% CA.
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Koncentrace kyseliny kaprylové 0,125 % prokazala mirny antibakteridlni ucinek na

laboratorni kmen S. typhimurium. Pfi aplikaci 0,25 % kyseliny kaprylové je jiz rist této

bakterie zcela potlacen.

Podle grafi by se dalo domnivat, Ze kyselina kaprylova spolehlivé inhibuje riist salmonel.
Je to vSak pouze zdanlivy dojem. Pouzit byl totiZ laboratorni oslabeny kmen S. typhimuri-
um, ktery neni tak odolny, jako volné se vyskytujici kmeny. Z divodi nedostate¢nych

laboratornich podminek nemohl byt pro laboratorni experiment pouzit patogenni kmen

rodu Salmonella.

11.5 Vysledky méreni antibakterialniho Gcinku kyseliny kaprylové na

Pseudomonas fluorescens metodou ,,v bujonu*

Tab. 28. Vyhodnoceni CFU Pseudomonas fluorescens na piide PCA

cca [0bj.%] |kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5 1
CFU.ml" 1,10.10° 4,10.10° | 2,28.10° | 6,10.10° 0 0
log CFU.ml" 9,04 8,61 8,36 5,79 - -
10,00
8,00 -
E 6,00
)
o
O 4,00 -
(=V)]
S
2,00 -
0,00
K 0,1 0,125 0,25 0,5 1
cca [0bj.%]

Obr. 11. Zavislost CFU Pseudomonas fluorescens na koncentraci CA
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Statistické zhodnoceni:

Tab. 29. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho

ucinku CA na P. fluorescens Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,125 %

0,125 %

Byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim vzorkem a koncentraci CA

0,5 0obj.% a mezi kontrolnim vzorkem a koncentraci 1 obj.% CA.

Vysledky prokézaly, ze kyselina kaprylova ma antibakterialni uc¢inek na testovany kmen
bakterie Pseudomonas fluorescens. Pii aplikaci koncentrace kyseliny kaprylové 0,25 % na
P. fluorescens byl pokles poctu kolonii skoro poloviéni. Pii koncentraci 0,5 % byl uz zcela

prokazan inhibic¢ni u€inek na rist této bakterie.

11.6 Vysledky méreni antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na

Staphylococcus aureus metodou ,,v bujonu“

Tab. 30. Vyhodnoceni CFU Staphylococcus aureus na piide PCA

cca [0b).%] | kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75
CFU.ml" 5,60.10° 5,57.10° | 5,30.10’ 0 0 0
log CFU.ml" 8,75 8,75 7,72 - - -
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ptida PCA
10,00

8,00 -

6,00 -

4,00 -

log CFU.ml'

2,00 A

0,00

K 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75

cca [obj.%]

Obr. 12. Zavislost CFU Staphylococcus aureus na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 31. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho

ucinku CA na S. aureus Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,125 %

Na hladin¢ vyznamnosti 5 % existuji mezi srovnavanymi soubory statisticky vyznamné
rozdily. Rozdil byl zjistén mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi 0,25 obj.% CA,

0,5 0bj.% CA a 0,75 obj.% CA.

Tab. 32. Vyhodnoceni CFU Staphylococcus aureus na piide MSA
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cca [0b).%] | kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75
CFU.ml" 2,29.10° 7,78.107 | 2,50.10° 0 0 0
log CFU.ml" 8,36 7,89 6,40 - - -
puda MSA
10,00
8,00 +
E ]
= 6,00
3
2 4,00 1
S
2,00 -
0,00
K 0,1 0,125 0,25 0,5 0,75
Cca [Obj.%]

Obr. 13. Zavislost CFU Staphylococcus aureus na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 33. Statistické vyhodnoceni antibakteridalniho

ucinku CA na S. aureus Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

Vybéry

0,1 %

0,125 %
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Na hladin€ vyznamnosti 5 % byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Rozdil byl zjistén
mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi 0,25 obj.% CA, 0,5 obj.% CA a 0,75 obj.%
CA.

Experimentem bylo zji$téno, ze Staphylococcus aureus je pomérné silné citlivy na kyseli-
nu kaprylovou. Experiment byl piivodné proveden s koncentracemi 0,25; 0,5; 0,75 a 1 %.
K lepsimu znédzornéni antibakteridlniho G¢inku sledované kyseliny bylo vSak potieba zvolit
niz8i koncentrace. Koncentrace kyseliny kaprylové 0,125 % vykazovala velmi mirny
inhibi¢ni G¢inek na S. aureus. Pfi zvySeni koncentrace této kyseliny na 0,25 % byl jiz rlst

kolonii nulovy.

11.7 Vysledky méreni antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na

Staphylococcus aureus metodou ,,v neutralizovaném bujonu*

Tab. 34. Meéreni pH bujonu s obsahem kyseliny kaprylove

koncentrace CA [0bj.%] pH
0,125 6,68

0,25 5,57

0,5 5,35

Tab. 35. Vyhodnoceni CFU Staphylococcus aureus na piidé PCA

Cca [0bj.%] kontrolni vzorek 0,125 0,25 0,5

CFU.ml" 6,28.10° 8,06.10° | 1,91.10° | 3,23.10°

log CFU.ml" 8,80 8,91 8,28 8,51
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piida PCA
10,00

8,00 -

6,00

4,00

log CFU.mI'"

2,00

0,00

K 0,125 0,25 0,5
cca [0bj.%]

Obr. 14. Zavislost CFU Staphylococcus aureus na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Na hladin¢ vyznamnosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily. Tato metoda se
ukézala jako nevyhovujici. Nebyla pozorovéna prakticky z4ddnd zavislost pfitomnosti
celkového poctu mikroorganismii na koncentraci kyseliny kaprylové. Antimikrobidlni

ucinek CA nebyl timto testem prokazan.

Co se ty¢e méteni pH bujont, které obsahovaly kyselinu kaprylovou, bylo zjisténo, ze
ptidavek této kyseliny sice snizuje pH bujonu, ale rozhodné ne na hodnotu, kterd by
zabranovala rdstu bakterii. Timto pokusem bylo vlastné ovéteno, ze metoda aplikace kyse-

liny kaprylové ,,v bujonu* je vhodna a pomérné spolehliva.

11.8 Vysledky méreni antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na

Serratia marcescens metodou ,,v bujonu“

Tab. 36. Vyhodnoceni CFU Serratia marcescens na piide PCA
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cca [0b].%] | kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5
CFU.ml™! 6,37.10° 2,30.10" | 2,46.10" | 5,00.10° | 3,18.10°
log CFU.ml" 8,80 7,36 7,39 5,70 5,50
cca [0b].%] 1 1,5 2
CFU.ml™! 2,32.10° 74 0
log CFU.ml"! 537 1,87 -
8,00 4
E. 6,00 - o o -
)
S 4,00 |
=1)]
S
2,00 1 |_|
0,00 ‘ ‘ L |
K 01 0125 025 05 1 1,5 2
Cca [0b].%]

Obr. 15. Zavislost CFU Serratia marcescens na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 37. Statistické vyhodnoceni antibakteridalniho

ucinku CA na S. marcescens Kruskal-Wallisovym testem
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Vybéry

0,125 %

0,125 %

Statisticky nevyznamné jsou pouze rozdily mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi
0,1 obj.% CA a 0,125 obj.% CA. V ostatnich piipadech kyselina kaprylova statisticky

vyznamn¢ snizovala pocty kolonii Serratia marcescens.

Byl pozorovan inhibi¢ni Uc¢inek kyseliny kaprylové na Serratia marcescens. Tato bakterie
vSak jevi znamky vétSi odolnosti vici kyseliné kaprylové, nez je tomu v piedchozich
pripadech. Proto bylo provedeno meéfeni i s vys$Simi koncentracemi kyseliny kaprylové,
aby bylo mozné zjistit, zda je tato kyselina schopna zcela omezit rist této bakterie. Bylo

zjisténo, Ze Uplnd inhibice rlstu nastava pii 2 obj.% CA.

11.9 Vysledky méreni antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na

Micrococcus luteus metodou v ,,bujonu

Tab. 38. Vyhodnoceni CFU Micrococcus luteus na piidé PCA



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

cca [0b).%] kontrolni vzorek 0,1 0,125 0,25 0,5
CFU.ml™ 4,68.10 1,69.10° | 2,83.10° 0 0
log CFU.ml"' 7,67 6,23 5,45 - -
8,00
6,00 -

log CFU.mI""
S
8

N

[

S
L

0,00

K 0,1 0,125 0,25 0,5
cca [obj.%]

Obr. 16. Zavislost CFU Micrococcus luteus na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 39. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho

ucinku CA na M. luteus Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

0,125 %

0,125 %

Na hladiné¢ vyznamnosti 5 % existuji mezi srovnavanymi soubory statisticky vyznamné
rozdily. Jmenovité se jedna o rozdil mezi kontrolnim vzorkem a koncentraci 0,125 obj.%,

kontrolnim vzorkem a koncentraci 0,25 obj.% a kontrolnim vzorkem a koncentraci

0,5 0bj.% CA.
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M¢éifenim bylo prokazano, ze kyselina kaprylova ma antibakterialni u¢inek i na testovany
kmen bakterie Micrococcus luteus. Uplna inhibice riistu této bakterie nastava pti koncent-

raci 0,25 % CA, ptficemz pii koncentraci 0,125 % byl pokles poctu kolonii Micrococus

luterus snizen ptiblizn€ o dva fady.

11.10 Vysledky méreni antibakterialniho u¢inku kyseliny kaprylové na

Bacillus cereus metodou ,,v bujonu*

Tab. 40. Vyhodnoceni CFU Bacillus cereus na piide PCA

Cca [0bj.%] | kontrolni vzorek 0,1 0,25 0,5 1 3

CFU.ml"! 4,08.107 6,11.10° | 7,13.10" | 8,58.10" | 8,50.10" | 1,00.10'

log CFU.ml" 7,61 5,79 1,85 1,93 1,93 1,00

8,00
7,00
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00
1,00 -

0,00 I_I

K 0,1 0,25 0,5 1 3
Cca [0bj.%]

log CFU.ml1™"

Obr. 17. Zavislost CFU Bacillus cereus na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 41. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho

ucinku CA na B. cereus Kruskal-Wallisovym testem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

Vybéry

Vybéry

0,1 %

0,25 %

0,5 %

1%

3 %

Statisticky vyznamny Ubytek bakterii Bacillus cereus byl vyhodnocen u vSech pouzitych

koncentraci s vyjimkou 0,1 obj.% CA.

Vysledky ukazuji, Ze inhibi¢ni G¢inek CA na Bacillus cereus neni mozno zcela prokazat.
Pti koncentraci 0,25 % CA v bujonu nastal pokles v poc¢tu kolonii o Sest fadii. BohuZzel, pfi
aplikaci vyssich koncentraci CA jiz nenastal dal$i inhibi¢ni ani antibakteriadlni efekt ze
strany kyseliny kaprylové. Az aplikaci 3 % CA nastal nepatrny pokles poctu kolonii

o necely tad.

11.11 Vysledky méreni antibakteridlniho ucinku kyseliny kaprylové na

Bacillus subtilis metodou ,,v bujonu*

Tab. 42. Vyhodnoceni CFU Bacillus subtilis na pude PCA

Cca [0bj.%] kontrolni vzorek 0,1 0,25 0,5
CFU.ml™ 8,12.107 2,20.10° 7,46.10° | 5,15.10°
log CFU.ml" 7,91 5,34 2,87 2,71
Cca [Obj.%] 1 2 3
CFU.ml"! 3,22.10° 1,15.10° 1,15.10°

log CFU.ml™ 2,51 2,06 2,06
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8,00
7,00
6,00 -

E 5,00 1

= 4,00 -

=0 3,00 -
=
2,00 -
1,00 -
0,00

K 0,1 0,25 0,5 1 2 3

cca [hm.%]

Obr. 18. Zavislost CFU Bacillus subtilis na koncentraci CA

Statistické zhodnoceni:

Tab. 43. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho

ucinku CA na B. subtilis Kruskal-Wallisovym testem

Vybéry

Vybéry

0,1 %

0,25 %

0,5 %

1%

2%

3%

Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi kontrolnim vzorkem a koncentracemi
1, 2 a 3 0obj.% CA. Statistické zhodnoceni bylo provedeno, stejné jako ve vSech pfedcho-
zich ptipadech, Kruskall —Wallisovym testem, srovnanim dvojic pro o = 0,05 pro stejné
rozsahy vybéri s maximalné 25 porovnanimi v jednom vybéru pro pocet vybéri mensich

nez 11.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

80

Podobné jako v ptipad¢ bakterie Bacillus cereus neni mozno inhibi¢ni u¢inek CA zcela

prokézat. Pti koncentraci kyseliny kaprylové 0,25 % nastal pokles v poctu kolonii o vice

nez polovinu. Od této koncentrace je vSak mozno pozorovat uz jen velmi mirny pokles

v poétu bakterii Bacillus subtilis. Uplny inhibi¢ni efekt kyseliny kaprylové na tuto bakterii

tedy nebyl timto testem prokazan.

11.12 Vyhodnoceni ENTERO- a STAPHY- testii

Test €. 1: Escherichia coli

H G F C B A

1 T 5 H | L |4 0 U Al s ] M|
N1 21 Y1 R1 R1 R 1 C A
D S S N E G I L

2 P L o |4/ [t I A C s ¢ T [+ M |4
H2 N2 N2 D2 E2 U2 R A
E P 0 0 L C E N

3 |V . E | s+ R M R |_ D |_ G [+
P4 S4 04 H4 L4 A4 U L
T L R A B F L U

Identifikaénim programem TNW Lite 6.5. bylo potvrzeno, ze

Escherichia coli.

Test ¢. 2: Serratia marcescens

se jednd o bakterii

H

G

F

+

+/-
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N1 21 Y1 R R 1 R 1 C A
D S S N E G I L
[P | o [+ [T |+ |a + [ S T [+ M [
H2 N2 N2 D2 E2 U2 R A
E P (¢} (¢} L C E N
3 v . E |4 s [ |r _ M| R D |_ G [+
P4 S4 04 H4 L4 A4 U L
T L R A B F L U

Identifika¢nim programem TNW Lite 6.5. bylo potvrzeno, ze se jedna

marcescens.

Test €. 3: Salmonella typhimurium

o bakterii Serratia

H G F E D C B A
1 T [ H | L5 o & [u | A S M|
N1 21 Y1 R 1 R R 1 C A
D S S N E G I L
P L o | | A | c | S T [+ M [
H2 N2 N2 D2 E2 U2 R A
E P 0 0 L c E N
3 v o[ E |_ s |+ R |_ M|y R D |_ G [+
P4 S4 04 H4 L4 A4 U L
T L R A B F L U
Identifikaénim programem TNW Lite 6.5. bylo potvrzeno, ze se jednd o rod
Salmonella.
Test &. 4: Staphylococcus aureus
H| G/ F E[D|[C][B|]A]HI]GI|EF E D[ C]B]J] A
VPT | URE | ARG | ORN | bGA | GLR | ESL | NIT | PHS | GAL | SUC | TRE | MAN | XYL | MLT | MNS | LAC
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1 2 | 4 1 2 [ 4 1 2 | 4 1 2 | 4 1 2 [ 4 1 2
+ + = = = = + + + + + + = + + +

Identifika¢nim programem TNW Lite 6.5. bylo potvrzeno, Ze se jedna o bakterii Staphylo-

coccus aureus.

Test ¢. 5: Micrococcus luteus

H G F E D C B A H G F E D C B A
VPT | URE | ARG | ORN | bGA | GLR | ESL | NIT | PHS | GAL | SUC | TRE | MAN | XYL | MLT | MNS | LAC
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2
s F - - - - F - +/- s F F - F F +/-

Identifika¢nim programem TNW Lite 6.5. bylo potvrzeno, Ze se jedna o rod Micrococcus.

11.13 Celkové shrnuti i¢inku kyseliny kaprylové na sledované kmeny

bakterii

Tab. 44. Srovnani antibakterialniho ucinku kyseliny kaprylové na jednotlivé

kmeny bakterii

Bakterie

Gram +/-

Koncentrace (v/w)

Poradi od nejcitlivejsi
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pii které nastala | (1.) po nejodolnéjsi (5)
celkova inhibice bakterii viici CA
Staphylococcus
aureus + 0,25 % 1
Micrococcus luteus + 0,25 % 1
Salmonella - 1
typhimurium 0,25 % (nepriikazné vysledky)
Pseudomonas
fluorescens - 0,5 % 2
Escherichia coli - 0,75 % 3
Serratia marcescens - 2% 4
Bacillus cereus + >3% 5
Bacillus subtilis + >3% 5

Z celkového pohledu na antibakteridlniho ucinku kyseliny kaprylové nelze na zékladé
dosazenych vysledkt konstatovat, Ze by existoval rozdil mezi skupinou gramnegativnich
a grampozitivnich bakterii. Jak je uvedeno v souhrnné tabulce (Tab. 44.), nejcitlivejsi vaci
kyselin€ kaprylové je Staphylococcus aureus, nejvice odolné jsou pravdépodobné bakterie
zrodu Bacillus. Pro nazornéjsi predstavu byly sestaveny grafy pro vybrané koncentrace
kyseliny kaprylové, porovnévajici antibakteridlni ucinek této kyseliny mezi jednotlivymi

kmeny bakterii.
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Obr. 19. Srovnani rustu jednotlivych bakterii s pridavkem kyseliny kaprylové

o koncentraci 0,25 %
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Obr. 20. Srovnani ristu jednotlivych bakterii s pridavkem kyseliny kaprylové

o koncentraci 0,75 obj. %
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Obr. 21. Srovnani ristu jednotlivych bakterii s pridavkem kyseliny kaprylove

o koncentraci 3 obj.%

Celkova inhibice, resp. nulovy pocet kolonii testovaného bakteridlniho kmene byl pozoro-
van u Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus
pfi koncentraci cca = 0,25 0bj.%. U bakterie Pseudomonas fluorescens bylo nutno zvysit
cca na 0,5 obj.%, aby bylo dosazeno celkové inhibice rustu této bakterie. Obdobné
u Escherichia coli to byla koncentrace cca = 0,75 0bj.% a u Serratia marcescens cca rovna
2 %. U kmene Bacillus (B. cereus, B. subtilis) nebyl pozorovan inhibi¢ni uc¢inek. Byl pou-

ze stanoven statisticky vyznamny tbytek v poc¢tu bakterii v porovnani s kontrolou.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovat Gc¢inek kyseliny kaprylové na vybrané kmeny
bakterii. V celé praci byly vlastné uplatnény dva rtizné postupy aplikace kyseliny kaprylo-
vé. Prvni metodou byla metoda ,roztérem na plidu“. Tento postup byl proveden
s bakteriemi Escherichia coli a Salmonella typhimurium. Byl u€inén zavér, ze ptimou apli-
kaci kyseliny kaprylové na povrch piid nedochézi k dobré difuizi kyseliny do Zivného me-

dia a tudiz metoda ,,roztérem na pidu‘ neni v tomto sméru vhodna.

Statisticky priikaznéjsi vysledky poskytla metoda ,,v bujonu®. Tato metoda byla pouzita
u vsech sledovanych bakterii. Co se tyCe méfeni pH bujond, které obsahovaly kyselinu
kaprylovou, bylo zjisténo, ze pfidavek této kyseliny sice snizuje pH bujonu, ale rozhodné
ne na hodnotu, kterd by zabranovala riistu bakterii. Timto pokusem bylo vlastné ovétreno,

ze metoda aplikace kyseliny kaprylové ,,v bujonu® je vhodna a pomérné spolehliva.

Z celkového pohledu na antibakterialni ucinek kyseliny kaprylové nelze fici, ze by
existoval rozdil mezi skupinou gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Ani v jednom
z ptipadu také nebylo potvrzeno, ze by kyselina kaprylova neméla zadny ucinek, at’ uz
v tom pozitivnim nebo negativnim smyslu na nékterou z bakterii, a uz vibec nebylo
zjisténo, ze by byla pro nékterou z bakterii rtistovym faktorem.

Nejcitlivéjsi viici kyseling kaprylové je Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus,
nejvice odolné jsou dle provedenych testii bakterie z rodu Bacillus. Celkova inhibice, resp.
nulovy pocet kolonii bakterii, byl u Staphylococcus aureus zjistén po aplikaci 0,25 % ky-
seliny kaprylové, stejné jako u Salmonella typhimurium a Micrococcus luteus.
U Pseudomonas fluorescens byla tato hodnota rovna 0,5 %, u Escherichia coli 0,75 %
a u Serratia marcescens 2 %. V ptipadé bacili nebyla stanovena koncentrace, pti které
dochdzi k totalni inhibici. Byl stanoven pouze statisticky vyznamny ubytek v poctu bakte-

rif po aplikaci 3 % (v/w) kyseliny kaprylové v porovnani s kontrolou.

Ke zjisténému antibakterialnimu Gcinku kyseliny kaprylové na salmonely je nutné ptipojit
poznamku, ze byl pouzit laboratorné oslabeny kmen Salmonella typhimurium, ktery neni
tak odolny, jako volné se vyskytujici kmeny. Z divodi nedostate¢nych laboratornich

podminek nemohl byt pro laboratorni experiment pouzit patogenni kmen salmonel.

Onemocnéni z potravin zplsobena riiznymi patogeny jsou celosvétovym zdravotnim

problémem. Je zapotiebi hledat riizné zptsoby antimikrobialniho oSetfeni. Antimikrobialni
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latky lze piitom pouzit pouze jako soucast celkové strategie kontroly patogenti v ramci

kompletniho vyrobniho fetézce, nikoli jako ndhradu spravné hygienické praxe.

Vyzkumem provedenym v ramci této prace bylo zjisténo, ze kyselina kaprylovéa vykazuje
zminéné antibakterialni i¢inky a mohla by byt pouzivana pfimo na nékteré druhy potravin.
Nevyhodou je organolepticka charakteristika, projevujici se mirnym typickym zapachem.
Praktickému pouziti tedy musi pfedchazet jesté senzorické testy, které by zhodnotily vni-

mani ucinnych koncentraci této kyseliny v konkrétni potraving.
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AFLP Polymorfizmus zesilené délky fragmentt

CA Kyselina kaprylova

CcA Koncentrace kyseliny kaprylové

CFU Colonia forming units (kolonie tvofici jednotky)
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FDA Food and Drug Administration (Ufad pro kontrolu potravin a 18ki)
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WaALlISOVYI LESTOMN ...ttt ettt et site e bt e s sseeseesnseens

Tab. 40. Vyhodnoceni CFU Bacillus cereus na pidé PCA ...............cccooueeecveeecieeeeeneennnnn.

Tab. 41. Statistické vyhodnoceni antibakteridlniho CA na B. cereus Kruskal-

WaALlISOVYI LESIOMN ...ttt ettt ettt e e e eas

Tab. 42. Vyhodnoceni CFU Bacillus subtilis na pudé PCA .............cccooueeecvveecveeeeineannnn.

Tab. 43. Statistické vyhodnoceni antibakterialniho CA na B. subtilis Kruskal-

WAIlISOVYI EESTOML ...t ae e tae et e e saseeessaaeesaeesnsaeenanes

Tab. 44. Srovnani antibakteridalniho ucinku kyseliny kaprylové na jednotlivé kmeny
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SEZNAM PRILOH

PI Fotograficka dokumentace namétenych vysledkt antibakteridlniho ucinku kyseliny

kaprylové na vybrané kmeny bakterii



PRILOHA PI: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE
ANTIBAKTERIALNIHO UCINKU KYSELINY KAPRYLOVE NA
VYBRANE KMENY BAKTERII

Escherichia coli — metoda roztérem na pidu PCA

kontrola, fedéni 10 vzorek 1,5 % CA, fedéni 10°  vzorek 2,5 % CA, fedéni 10°

Escherichia coli — metoda roztérem na pidu EA

kontrola, fedéni 107 vzorek 1,5 % CA, fedéni 10°  vzorek 2,5 % CA, fedéni 10°

Escherichia coli — metoda ,,v bujonu®, kultivace na pudé¢ PCA

kontrola, fedéni 10°° vzorek 0,5 % CA, fedéni 10°  vzorek 1 %, fedéni 10°



Escherichia coli — metoda ,,v bujonu®, kultivace na pidé¢ EA

kontrola, fedéni 10°®  vzorek 0,5 % CA, fedéni 10°  vzorek 1 %, fedéni 10°

Salmonella typhimurium — metoda ,,v bujonu®, kultivace na piidé PCA

kontrola, fedéni 107 vzorek 0,1 % CA, fedéni 10*  vzorek 0,25 %, fedéni 10°

Salmonella typhimurium — metoda ,,v bujonu®, kultivace na ptidé EA

kontrola, fedéni 107 vzorek 0,1 % CA, fedéni 10*  vzorek 0,25 %, fedéni 10°



Serratia marcescens — metoda ,,v bujonu®, kultivace na piidé PCA

kontrola, fedéni 107 vzorek 0,1 % CA, fedéni 10*  vzorek 0,5 %, fedéni 107

Staphylococcus aureus - metoda ,,v bujonu®, kultivace na pudé¢ PCA

kontrola, fedéni 107 vzorek 0,125 % CA, fedéni 10°  vzorek 0,25 %, fedéni 10°

Staphylococcus aureus - metoda ,,v bujonu®, kultivace na pudé MSA

kontrola, fedéni 10°° vzorek 0,1 % CA, fedéni 10 vzorek 0,25 %, fedéni 10°



Pseudomonas fluorescens - metoda ,,v bujonu®, kultivace na piidé PCA

kontrola, fedéni 10°° vzorek 0,25 % CA, fedéni 102 vzorek 0,5 %, fedéni 10°

Micrococcus luteus - metoda ,,v bujonu®, kultivace na ptidé PCA

kontrola, fedé&ni 107> vzorek 0,1 % CA, fedéni 102 vzorek 0,25 %, fedéni 10°

Bacillus cereus - metoda ,,v bujonu®, kultivace na pudé¢ PCA

kontrola, fedé&ni 107 vzorek 0,1 % CA, fedéni 10?  vzorek 1 %, fedéni 10°



Bacillus subtilis — metoda ,,v bujonu®, kultivace na piidé PCA

kontrola, fedé&ni 107 vzorek 0,25 % CA, fedéni 10" vzorek 1 %, fedéni 10°






