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ABSTRAKT

Prace je zaméfend na piipravu mikroemulzi obsahujicich butanol jako kosurfaktanta
s ur¢itym piridavkem vybranych monoacylglyceroli. Teoretickd cast se zabyva klasifikaci
emulzi, jejich vlastnostmi, pfipravou a zanikem. Dal$i ¢ast je zaméfena na problematiku
monoacylglycerolli. Popsany jsou jejich vlastnosti a pfedevsim jejich antibakteridlni G¢in-
ky. Prakticka Cast se zabyva ptipravou mikroemulzi s MAG v alkoholu. Nésleduje sledo-
vani inhibi¢nich u¢inki MAG v mikroemulzi na rist grampozitivnich a gramnegativnich

bakterii.

Kli¢ova slova: mikroemulze, monoacylglyceroly, antibakterialni aktivita, grampozitivni a

gramnegativni bakterie.

ABSTRACT

The bachelor thesisis aimed at preparing microemulsions with the addition of selected
monoacylglycerols in the presence of alcohol (butanol). The theoretical part deals with the
classification of emulsions, their properties, preparation and dissolution. The next section
is focused on monoacylglycerols. A brief description of monoacylglycerols is given, and
especially their antibacterial effect is discussed. The practical part deals with the prepara-
tion of microemulsion with MAG in alcohol. Prepared microemulsions were subsequently

examined for their inhibitory effects against gram-positive and gram-negative bacteria.

Keywords: microemulsion, monoacylglycerols, antibacterial activity, gram-positive and

gram-negative bacteria.
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UvVOD

Commission Internationale de Terminologie definovala emulze jako heterogenni disperze
jemnych kapek jedné kapaliny v druhé, z nichZ jedna tvoti kontinudlni, kapalné prostiedi.
Kapaliny, které spolu vytvareji emulzi, musi byt navzajem nemisitelné nebo omezené misi-
telné a v soustave byvaji pritomny latky, schopné zabranit slévani dispergovanych kapicek
— koalescenci. Emulze je tedy systém energeticky bohatsi, a proto termodynamicky méné
staly. Aby byla vytvoiena emulze stala, musi jedna z kapalin obsahovat povrchové aktivni
latku — emulgétor. V praxi se setkdvame s pfirozenymi 1 uméle ptipravenymi emulzemi
V potravinaiském primyslu, v primyslu plastickych hmot, ve farmacii, kosmetice,

v zemeéd¢lstvi a v mnoha jinych oborech.

Mikroemulze jsou emulze s velikosti ¢astic obvykle v rozsahu 10-100 nm. Jsou to Ciré a

termodynamicky stabilni disperze.

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcialni estery glycerolu s mastnymi kyselinami.
V molekule MAG je na trojsytny alkohol glycerol vazana pouze jedna mastna kyselina,
coz poskytuje témto latkdm nekteré vyjimecné vlastnosti. MAG jsou rozpustné v alkoholu
a nerozpustné v petroletheru. Molekula MAG je amfipaticka, tvofi ji polarni (hydrofilni) a
nepolarni (lipofilni) cast. MAG maji Siroké vyuziti v primyslu potravinarském, kosmetic-
kém, farmaceutickém, plastikarském a textilnim a v nemalé mife jsou vyuzivany také pro
vyrobu krmiv. Krom¢ vySe uvedenych vlastnosti maji monoacylglyceroly i schopnost inhi-
bovat rast nékterych mikroorganizmii, coz by bylo mozné vyuzit napiiklad
V potravinaistvi, kde by tak monoacylglyceroly mohly ptispét k vyssi drznosti nékterych

potravin.

Prekladana bakalatska prace studuje vliv MAG ve form¢ mikroemulzi na rist potravinai-
sky vyznamnych bakterii. Z tohoto diivodu byla do teoretické Casti zatazena 1 kapitola za-
méfena na rist bakterii. Ristem bakterialni buiikky rozumime zvétSovani jeji hmotnosti a
objemu a syntézu svych vlastnich komponent. Mikroorganizmy mohou v daném prostiedi
rist a mnozit se tak dlouho, dokud maji dostate¢ny zdroj Zivin, vhodny parcidlni tlak kysli-
ku, vhodnou teplotu, odpovidajici hodnotu pH a redox potencidlu. Rlist mikroorganizmi
lze zndzornit graficky pomoci ristové kiivky. Tato kfivka popisuje koncentraci bakterii
Vv zavislosti na ¢ase a ma tvar pismene S. Vliv jednotlivych mikroemulzi na rist a mnoZeni
bakterii byl sledovan v tekutém médiu a charakterizovan sestrojenim rastovych kiivek pro

jednotlivé mikroorganizmy rostouci v pfitomnosti riiznych koncentraci mikroemulzi. Pro
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hodnoceni ptipadnych inhibi¢nich u¢inki mikroemulzi obsahujicich rizné monoacylglyce-
roly bylo vybrano pét grampozitivnich a pét gramnegativnich druhti bakterii. Zvoleny byly
jednak mikroorganizmy, které mohou kontaminovat potraviny a piedstavuji zdravotni rizi-
ko pro konzumenta, ale i mikroorganizmy, které se svou zivotni ¢innosti mohou podilet na

kazeni potravin.
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1 HETEROGENNI DISPERZNI SYSTEMY

Heterogenni disperze jsou systémy, u nichz disperzni podil ptedstavuje samostatnou fazi,
oddélenou od disperzniho prostiedi fAzovym rozhranim. V disledku velké mezifazové
energie jsou tyto disperzni soustavy termodynamicky nestalé. Neni-li soustava vhodnym
zpusobem stabilizovana, probihaji v ni rizné procesy, které¢ vedou ke snizovani stupné

disperzity, az nakonec dojde k rozd€leni — destrukci disperzni soustavy [1, 2, 3].

O skupenstvi heterogennich disperzi, pokud nejsou pfili§ koncentrované, rozhoduje sku-

pensky stav spojitého prostredi [3].

1.1 Emulze

Jsou jemné disperzni systémy nejméné dvou vzajemné nemisitelnych kapalin. Commission
Internationale de Terminologie definovala emulze jako heterogenni disperze jemnych ka-

pek jedné kapaliny v druhé, z nichZ jedna tvofi kontinudlni, kapalné prostiedi [1].

Kapaliny, které spolu vytvareji emulzi, musi byt navzajem nemisitelné nebo omezené misi-
telné a v soustaveé byvaji pritomny latky, schopné zabranit slévani dispergovanych kapicek
— koalescenci [2, 3]. Za normalnich podminek se snazi kazda kapalina ziskat takovy tvar,
ktery zaujima nejmensi povrch vzhledem k svému objemu. Pfi jemném rozptyleni kapaliny
se znacn¢ zvetsi jeji povrch a také obsah volné energie. Emulze je tedy systém energeticky
bohatsi, a proto termodynamicky méné staly. Aby byla vytvofena emulze stala, musi jedna
z kapalin obsahovat povrchové aktivni latku — emulgator [4]. Emulgatory snizuji mezipo-
vrchové napéti dvou vzajemné nemisitelnych kapalin natolik, Ze vytvofena emulze se uz
samovoln¢ nerozd€luje [5]. Emulgatorti je dnes k dispozici velké mnozstvi typu, které
umoziuji snadnou pfipravu emulzi typu jak olej ve vodé (O/V — emulze 1. typu), i voda
v oleji (V/O — emulze II. typu) [1]. Molekula emulgatoru tvofi mezi tukovou a vodni fazi
tenkou vrstvicku (film), kde k vod€ je obracena (orientovana) a ptitahovana hydrofilni
skupina emulgatoru a K tuku hydrofobni skupina emulgatoru, takze emulgator tvoii spojo-
vaci vrstvicku mezi vodnou a tukovou fazi. Hydrofilni skupiny se snaze rozpoustéji ve
vodé, patii mezi né napt. skupina alkoholovd — OH, karboxylovd — COOH, esterova -O-
CO-. Hydrofobni skupina se snaze rozpousti v tuku a byva ji nejcastéji uhlikaty fetézec
s 12 az 18 atomy. Latky, které nemaji emulgacni schopnosti, ale emulze jen stabilizuji, se

nazyvaji stabilizatory [5].
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V praxi se setkdvame s pfirozenymi i uméle pifipravenymi emulzemi v potravinarském
primyslu, v primyslu plastickych hmot, ve farmacii, kosmetice, v zemédélstvi a v mnoha

jinych oborech [2, 3].

1.2 Klasifikace emulzi

Emulze Ize rozdélit podle riiznych hledisek, napt. podle polarity disperzniho podilu a pro-

stiedi, podle koncentrace disperzniho podilu nebo podle velikosti ¢astic.

1.2.1 Podle polarity disperzniho podilu a prostiedi

Emulze primé (emulze 1. typu), oznacované jako O/V (olej ve vode¢), ve kterych je disperz-

nim prostfedim polarné;si kapalina [2, 3].

Emulze obracené (emulze 11. typu), jejichz disperznim prostiedim je nepolarni kapalina, ty

jsou oznacovany jako emulze V/O (voda v oleji) [2, 3].
Typ emulze je mozno urcit:

. podle elektrické vodivosti, kterd je ddna vodivosti jejiho disperzniho prostiedi —
emulze O/V jsou mnohem vodivéjsi nez emulze V/O

. podle schopnosti rozpoustét polarni nebo nepolarni barviva

o podle schopnosti misit se s polarnimi nebo nepolarnimi rozpoustédly — emulzi je
mozno fedit kapalinou, ktera se misi s jejim disperznim prostfedim

. pozorovanim v ultrafialovém svétle — olejova faze fluoreskuje

. podle smacivosti — emulze smaci ten povrch, ktery je smacen jejim disperznim pro-

stiedim [1, 2, 3].

1.2.2 Podle koncentrace disperzniho podilu

Emulze zredené — Vv nichz dispergovand faze zaujima maximalné 2 % celkového objemu.

Primér kapicek je zpravidla fadové 107 m, tedy blizky rozméru koloidnich &astic.

Emulze  koncentrované  —  Snedeformovanymi  sférickymi  kapkami,  které
v monodisperznich systémech mohou dosdhnout koncentrace disperzniho podilu az
74 0obj. % , coz odpovida nejtésnéjSimu geometrickému uspofadani kulovitych ¢astic. Po-
lydisperzni emulze, kde malé kapénky mohou vyplnit prostory mezi velkymi, 1ze ptipravit

1 koncentrovanéjsi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Emulze koncentrované (gelovité) — emulze s kapkami disperzniho podilu uloZzenymi tak
tésne, ze se vzajemné deformuji, nabyvaji tvaru mnohosténi, oddélenych od sebe tenkymi
filmy koloidnich rozmérti — vrstvickami disperzniho prostfedi a emulgatoru [2, 3]. Jednot-

livé typy emulzi jsou znazornény na obrazku 1.

e O C)‘

o e

® - o O o 0g%:-0
O O O »‘.’.‘ X

A ®
o X A X Y

@ ° ..o 0'0:%
(a) (b)

Obr. 1. Ruzné typy emulzi (a) ziredené, (b) koncentrované, (c) vysoce

koncentrované (gelovité) [6].

Zvlastnim druhem emulzi jsou tzv. kritické emulze — soustavy tvofici se obvykle ze dvou
omezené misitelnych kapalin pii teploté blizké kritické teploté rozpoustéci, kdy mezifazo-
vé napéti na rozhrani fazi je velmi malé (10™° N/m) a k dispergovani jedné kapaliny druhou
sta¢i jen tepelny pohyb molekul [3].

V potravinafstvi, pfi zpracovani odpadnich vod, pti raznych separacnich procesech, ve
farmacii, v kosmetickém pramyslu se uplatiuji tzv. dvojité emulze, O/V/O, popi. V/O/V,
V nichz napt. kapky oleje emulze O/V obsahuji drobné kapicky vody, popf. i slozité&;si sys-

témy (ty jsou oznacovany jako mnohocetné emulze) [3].

1.2.3 Podle velikosti dispergovanych ¢astic

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

micky stabilni disperze [7].
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molekula povrchové aktivni
/ latky s dlouhym fetézcem

\molekula ko-surfaktant

voda v oleji olej ve vodé

Obr. 2. Schematické zndazornéni kapky mikroemulze [10].

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

rozptylenych ¢astic 80-150 nm [8, 9].

Makroemulze - s velikosti ¢astic > 100 nm (zpravidla v rozsahu 100 — 1000 nm). Jsou
mlécné zbarvené a termodynamicky nestabilni. Z potravinaiského hlediska jsou nejvy-

znamn¢j§i pravé makroemulze [7].

1.3 Priprava emulzi

Emulze se ptipravuji mechanickou dispergaci disperzniho podilu v disperznim prostiedi za
pritomnosti pfislusného emulgatoru — emulzifikaci. Dispergované kapaliny se intenzivné
promichavaji, protfepavaji, podrobuji se vibracim pomoci michadel, specialnich emulgato-
i, koloidnich mlyna nebo ultrazvuku. Neékdy se ziskané polydisperzni emulze jesté doda-

tecné homogenizuji ve specialnich homogenizatorech rizné konstrukce.

Pti emulzifikaci je mechanickd prace pfeménovana v mezifizovou energii rozhrani
olej/voda, emulgatory vedle stabiliza¢niho ucinku snizuji mezifazovou energii a tim tento
proces usnadiiuji. Emulzifikace je velmi snadnd, poklesne-li mezifdzové napéti pod 10
mN/m. Néekteré emulgatory s rozvétvenym fetézcem dokonce snizuji mezifdzovou energii
pod 1 mN/m. Pak staci k dispergovani velmi malé turbulence a dochazi k tzv. spontdnni

emulzifikaci [2, 3].
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1.4 Vlastnosti emulzi

Barva a vzhled — zavisi na koncentraci a velikosti ¢astic disperzniho podilu a na indexu
lomu obou kapalnych fazi. Emulze jsou vétSinou kalné, koncentrovanéjsi emulze jsou ne-

prihledné. Pouze pfi stejném indexu lomu jsou emulze prisvitné.

Elektrické viastnosti — u ziedénych emulzi jsou podobné vlastnostem ziedénych solti. Cas-
tice téchto emulzi typu O/V nesou zaporny elektricky naboj, vykazuji elektroforetickou

pohyblivost.

Sedimentace — sedimentace disperzni fize zavisi na poméru hustot obou kapalin, muze
dochazet jak k sedimentaci smérem dolil, tak k sedimentaci smérem vzhiliru, na hladiné pak

vznikd koncentrovana vrstva disperzni faze.

Viskozita — u zfedénych emulzi se Casto fidi Einsteinovou rovnici. Viskozita koncentrova-
nych emulzi zavisi mnohem vice na poméru objemil obou kapalnych fazi nez pouze na
viskozité disperzniho prostiedi a uplatituje se také viskozita emulgatoru. Systémy vykazuji

nenewtonské chovani [3].

Zvlastni vlastnosti emulzi je moZnost zménit typ emulze. Dojde-li ke zméné podminek,
které stabilizuji emulzi ur¢itého typu, mize dojit k obraceni (inverzi) fazi, kdy emulze da-
ného typu pfechazi na emulzi opacného typu. Pri¢inou mize byt bud’ fyzikalni zména, ne-
bo chemicka reakce, prevadéjici emulgator na latku stabilizujici opac¢ny typ emulze. Jsou-li

tyto zmény vyvolany fyzikalnimi faktory, byvaji vratné [2, 3].

1.5 Zanik emulzi

Separace na makroskopické faze — zanik emulze — je proces spojeny s poklesem Gibbsovy
energie. Pfi vzajemnych srazkach se malé kapky spojuji, tvoti vétsi kapky — dochazi ke
koalescenci — a plocha fazového rozhrani se zmensuje. Velké kapky pak sedimentuji [2].

V tadé piipadii byvaji emulze nevitanym jevem a je nutno je odstranovat. K rozrazeni

emulzi (oddéleni jedné faze od druhé) existuje mnoho metod, z nichz kazda je pouzitelna

jen pro nékteré emulze.

Mechanické metody — jako napf. rytmické vibrace, Slehani, filtrace materidlem, ktery je

smacen jen disperznim prostiedim.

Termické metody — zahtivani emulzi na vysoké teploty pod tlakem, nebo naopak vymrazo-

vani.
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Elektrické rozrazeni — stejnosmérné napéti je vhodné pro emulze O/V, kapénky se oddéluji

od vodné faze elektroforézou. Stiidavé napéti rozrazi emulze typu V/O.

Chemické metody — ztedéné emulze, stabilizované elektrickou dvojvrstvou, 1ze koagulovat
jako lyofobni soli — elektrolyty s vicemocnymi ionty. Emulze stabilizované emulgatoro-

vym filmem Ize rozrusit:

o Ptidavkem povrchové aktivni latky, ktera vytésnuje emulgator z fazového rozhrani,

ale neni schopna stabilizovat emulzi.

. Ptidavkem emulgatoru, ktery podporuje emulzi opaéného typu.
. Vysolenim emulgatoru, tj. snizenim jeho rozpustnosti ptidavkem velkého mnoZstvi
elektrolytu.

Pro vS8echny metody rozraZeni emulzi plati obecné pravidlo, Ze koncentrované emulze se
rozrusuji lépe. Proto se Casto pfed vlastnim rozrdzenim zvysi koncentrace emulze piidav-

kem disperzniho podilu (pfi nezménéné koncentraci emulgatoru) [2, 3].
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2 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcialni estery glycerolu s mastnymi kyselinami [12]. Na
molekulu glycerolu mize byt vazana jen jedna mastna kyselina, pak vznikaji monoacyl-
glyceroly, pokud jsou navazany dvé C¢i tfi mastné kyseliny jedna se o diacylglyceroly
(DAG) a triacylglyceroly (TAG). Podle toho, na kterou OH skupinu glycerolu je mastna
kyselina navazana, lze rozliSit dvé izomerni formy MAG: 1-monoacylglycerol a 2-

monoacylglycerol [34]. Na obrazku 3 jsou tyto izomerni formy znazornény.

CH,00CR CH-OH

I |
HOw-C —H RCOOm-C —=H

CH,0OH CH,OH

Obr. 3. Izomerni formy MAG[13].

2.1 Vlastnosti monoacyglycerolii

MAG jsou rozpustné v alkoholu a nerozpustné v petroletheru [18].

Monoacylglyceroly podobné jako TAG vykazuji polymorfii. Krystalizuji ve tfech formach
o, B" a B. Po roztaveni a rychlém zchlazeni se tvofi malo stabilni forma a, ktera postupné
piechéazi az na formu . Hodnoty HLB béznych MAG jsou nizké <5, a proto jsou tyto latky
nerozpustné ve vodé, rozpoustéji se v tucich a olejich a jsou schopny stabilizovat emulze
V/O. Pti zahfivani MAG ve vodé& dochazi k jejich roztaveni (bod tani 80°C) a vytvaii se

gel. Struktura gelu je lamelarni a podoba se lipidnim dvojvrstvam.
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Monoacylglyceroly patii mezi vyznamné potravinaiské emulgatory (E 471). I kdyz se jed-
na o piirozené derivaty tukt, je jejich mnozstvi v potravinach regulovano, jak uvadi tabul-

ka1 [11].

Tab. 1. Povolené pridavky E 471 v potravindch [11].

Nazev potraviny Mnozstvi E 471

Piskoty, suSenky, suchary, obilné vyrobky a ostatni 5000 mg/kg

druhy détské vyzivy

Neemulgované tuky a oleje (kromé olivového oleje) 10000 mg/kg
Chléb nez. mnozstvi
Kakao nez. mnozstvi

Miécéna vyziva urcéena k vyzivé kojenci 4000 mg/kg

Molekula MAG je amfipatickd, tvofi ji polarni (hydrofilni) a nepolarni (lipofilni) cast. V
disperzich se proto molekuly orientuji na rozhrani mezi nepolarni fazi (olej nebo vzduch) a
polarni fazi (voda) tak, Zze hydrofobni konce molekul, tvofené pifevazné fetézci mastnych
kyselin, sméfuji do hydrofobni faze, zatimco hydrofilni ¢asti molekul smétuji do vodné
faze. Molekuly tak vytvoii mezi fazemi orientovany molekularni film, ktery usnadnuje

dispergaci a stabilizuje disperzi [21].

2.2 Emulgator

Emulgator slouzi hlavné jako latka usnadnujici emulgaci tukd. U nds se v tukovém pri-
myslu pouzivaji jen emulgatory monoacylglycerolového typu. Vhodnymi potravinaiskymi

emulgatory jsou i cukerné estery, které¢ se pfi vyrob&é margarinu neuplatiiuji [5].

Emulgatory jsou povrchové aktivni latky, které usnadiiuji vznik a stabilizaci emulzi. Jsou
to tedy latky, které snizuji mezipovrchové napéti na fdzovém rozhrani dvou nemisitelnych
kapalin o rozdilné polarité. Emulgatory o nizké HLB (hydrofilni-lipofilni rovnova-
ha)hodnoté (obvykle do 6) vytvafi a stabilizuji emulze typu voda v oleji a emulgatory o

HLB hodnot¢ neZ 8 stabilizuji emulze typu olej ve vod¢. ProtoZe margarin je emulze typu
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V/0O, jsou vhodné ke stabilizaci této emulze emulgatory o nizké hodnoté HLB [4]. Emulga-
tory se d€li na neionické, kationické a anionické. Monoacylglyceroly patii mezi neionické.

Tabulka ¢. 2 znazornuje rozpustnost emulgatort ve vodé.

Tab. 2. Vztah mezi hodnotou HLB a rozpustnosti emulgatorii ve vodé[16].

Vztah mezi hodnotou HLB a rozpustnosti emulgatora ve vodé

Hodnota HLB Rozpustnost emulgatori ve vodé
1-4 Velmi obtizné dispergovatelné
3-6 Obtizn¢ dispergovatelné
6-8 MIécna disperze po michani

8-10 Stabilni mlécna disperze
10-13 Polocira disperze
13 a vySe Ciry roztok

2.3 Vyroba monoacylglyceroli

Emulgatory typu MAG se prumyslove vyrabi nékolika zplisoby:
interesterifikaci (alkoholyzou, acidolyzou, transesterifikaci)
parcialni hydrolyzou triacylglyceroli (TAG)

2.3.1 Interesterifikace

Interesterifikace predstavuje proces, pii kterém se presunuji acylové skupiny. K ptesunu
muze dojit bud’ v ramci jedné molekuly tuku (intramolekularni interesterifikace) nebo mezi
molekulami riznych acylglycerolli (intermolekularni interesterifikace). Findlnim jevem

pteskupeni acylii v molekulach tuku je zvySeni entropie dané smési TAG [4].
Interesterifikace zahrnuje tfi typy reakct:

Alkoholyza — je katalyzovana kyselymi i alkalickymi katalyzatory. Patii sem ptredevsim

glycerolyza, ktera se pouziva pti vyrob¢ monoacylglycerolovych emulgatora [17]. Glyce-
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rolyza je zvlaStnim piipadem alkoholyzy, kdy se tuk Stépi glycerolem za vzniku smési
MAG a DAG. Reakce probiha za vysoké teploty 150 — 200 °C a za ptitomnosti katalyzato-
r0, nejcastéji hydroxidu vapenatého Ca(OH); nebo hydroxidu jinych kovii. Ma pramyslovy
vyznam. Vyrabi se tak emulgatory pro tukovy a potravinaisky pramysl [15]. Obrazek 4

znazornuje reakéni schéma glycerolyzy.

H,c—0—CO—nR H,C——0H HC—0—CO0—R  H,C—0—CO—R

HC=—0—CO—R + HC=—0H

HC=—0—CO—R + HC—OH

H,C—0—GCO—R H,C—OH H,G—OH H,C—O0H

triacylelycerol alycerol [,2-diacylglycerol 1-monoacylglycerol

Obr. 4. Obecné schéma glycerolyzy.[20)].

Acidolyza — reaguje karboxylova skupina volné kyseliny s esterem za vzniku meziproduk-
tu, z n¢hoz se uvolni kyselina diive vazana v esteru a vytvoii se novy ester. V tomto esteru
je na alkohol vazana kyselina, ktera byla pied reakci volnd. ProtoZe reakce je vratna, vy-
tvoti se mezi kyselinami a obéma typy esterti rovnovazny stav. Acidolytické reakce jsou
dalezité hlavné u netékavych kyselin a estert, tedy pfedevsim u vicefunkcnich kyselin ne-

bo hydroxy kyselin [21]. Obrazek 5 znazornuje pribéh acidolyzy.

o o o
Re  + J\ e )J\ Ro  + )J\
)J\o/ Ry OH Ry o R OH

ester karboxylova vznikly novy ester

skupina volné kyseliny

Obr. 5. Obecné schéma acidolyzy [20].

Transesterifikace — transesterifikace, nebo-1i esterova vymeéna slouzi jako tiprava nékterych
tukt [17]. Esterova vyména probiha pii teploté 20-200 °C [14]. Pfi transesterifikaci se vy-
meéni kyselé nebo alkoholické sloZzky mezi dvéma molekulami esterti. Esterovd vyména
mastnych kyselin vazanych TAG je reakce, ktera zna¢né ovlivni vlastnosti produktu.

V ptirodnich tucich a olejich je totiz zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych moleku-
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lach TAG specifické, kdezto pfi esterové vymeéné se stane nahodilym — tomuto procesu se

fika randomizace [21].

2.3.2 Parcialni hydrolyza triacylglyceroli

V pribéhu hydrolyzy dochazi k postupnému piijimani vody molekulou TAG. Jako kataly-
zatory se pouzivaji vétsSinou oxidy pripadné hydroxidy kovii II. skupiny (ZnO), ptipadné se
vyuziva vysokého tlaku a teploty. Kromé alkalicky piisobicich katalyzatort, 1ze hydrolyzu
provést 1 ptisobenim kysele reagujicich katalyzatort (Twitchellovo ¢inidlo). Spolu s kata-
lyzatorem se ptidavala HoSO4. V soucasné dobé se provadi méne. V reakéni smési je
mnozstvi DAG a MAG zanedbateln¢, vzhledem k jejich snadnéjSi rozpustnosti. Hladce
probihé hydrolyza pomoci hydroxida alkalickych kovti (NaOH, KOH). Hydrolyzu Ize pro-
vést za mirnych podminek enzymaticky lipazami. Pusobi ¢asto selektivné. Hydrolyza slou-
7i ptedevsim k pripravé volnych mastnych kyselin jako zdkladni latky pro dalsi vyroby
[17]. Obrazek ¢. 6 znazoriuje obecné schéma hydrolyzy. Hydrolytické Zluknuti mize byt
zcela chemického rdzu (napt. pfi dlouhém vateni potraviny), obvyklejsi je vSak hydrolyza
katalyzovana enzymy, hlavné lipazami a fosfolipazami. Enzymova hydrolyza probiha pfi
skladovacich teplotach, pokud je pfitomno dostatecné mnozstvi vody. Vétsina rostlinnych 1
zivocCisnych lipaz je nespecificka a muze katalyzovat hydrolyzu vSech mastnych kyselin
vazanych v TAG. Protoze hydrolyza TAG na DAG je pomalejsi nez jejich dalsi hydrolyza
na MAG a téch na mastné kyseliny a glycerol, nehromadi se ve skladovaném materialu

parcialni estery glycerolu, ale pouze volné mastné kyseliny [18, 21].

CH,—0O0CR THZ_OH CH,—OH
+ H,0 H,O
CH—OCCR, __*" .CH —O0O0CR, + RCOOH +—z;- C|:H —OH + R,COOH
CH,—OOCR, CH, —OO0CR, CH, —OOCR,
CH, —OH
+H.O z

2

——"CH —OH + R.COOH

CH, —OH

Obr. 6. Reakcni schéma hydrolyzy [17].
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2.4 Prumyslové vyuziti monoacylglyceroli

MAG maji §iroké vyuziti v primyslu potravinaiském, kosmetickém, farmaceutickém, plas-
tikafském a textilnim a v nemalé mife jsou vyuzivany také pro vyrobu krmiv [36].
V potravinarském primyslu jsou MAG nenasycenych mastnych kyselin velmi dobrymi
surfaktanty pii vyrob¢ margarini s vy$§im obsahem vodné faze [56]. Dale jsou vyuzivany
pti vyrobé peciva, zmrzlin, Slehanych krém, tavenych syrti nebo kondenzovaného mléka.
V posledni dob¢ jsou také vyuzivany piti vyrobé nizkotuénych vyrobkil a instantnich pokr-
mu [57]. V kosmetickém prumyslu se vyuzivaji MAG obsahujici nasycené mastné kyseli-
ny. Jsou vyuZivany ptredevs§im pro svou stabilitu, chemickou netecnost v ptitomnosti bio-
aktivnich latek, pro dobrou snasenlivost pokozkou a sliznici, pro schopnost penetrace a
také proto, Ze jsou to latky bezbarvé a stabilni vii¢i oxidaci. Dale maji dobré zmékcujici a
emulgac¢ni vlastnosti. Uplatiuji se také v prostiedcich proti poceni, kdy se monolaurin pii-
dava do deodorantli spolecné s jeho diacetatem jako omezovac poceni. Piidavek MAG do
mydel zase zvySuje odolnost proti jejich popraskani [36, 58, 59]. Diky svym lubrika¢nim,
emulganim a zmékcovacim vlastnostem jsou MAG vyuzivany 1 v textilnim a plastikaf-

ském prumyslu [60].

2.5 Antibakterialni a¢inky monoacylglyceroli

Antimikrobialni aktivita mastnych kyselin a jejich derivatli je znama po mnoho let. Pfesto-
ze soli mastnych kyselin (mydla) jsou po stovky let vyuzivany k ¢isténi a dezinfekci, vy-
zkum zaméfeny na antimikrobialni plisobeni mastnych kyselin zacal az ve 30. letech
20. stoleti a teprve v 70. letech bylo prokdzano, ze antimikrobialni vlastnosti mlécného
tuku zavisi na aktivité lipaz, které uvoliuji volné mastné kyseliny a jejich monoacylglyce-
roly [37, 38]. Vliv mastnych kyselin a monoacylglycerolii na riist a mnozeni mikroorgani-
zmi zavisi predev§im na charakteru molekuly téchto latek. Dulezita je zejména délka uhli-
kového fetézce a pocet a poloha nenasycenych vazeb [23, 24]. Obecné lze fici, ze MAG
mastnych kyselin s kratkym ¢i stfedné dlouhym fetézcem (> C12) jsou G¢innéj$imi anti-
bakteridlnimi latkami neZ MAG mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. NiZsi ucinek je zde
pravdépodobné spojen se vzriistajici hydrofobicitou a niz$i rozpustnosti [25]. Uginek MAG
na bakterie je také ovlivnén typem bunécné stény, tedy rozdilnosti stavby a sloZeni buné¢-
né stény u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, pficemz gramnegativni bakterie

jsou vuci pisobeni MAG odolnéjsi [23, 39].
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Vlivem mastnych kyselin a jejich MAG na gramnegativni bakterie se zabyvali naptiklad
Altieri a kol. [22]. Studovali G¢innost kyseliny laurové, palmitové a myristové a jejich
MAG proti Escherichia coli O157:H7, Salmonella sp. a Yersinia enterocolitica. Kyseliny
myristova a palmitova a jejich monoacylgyceroly vykazovaly slibnou inhibi¢ni aktivitu
vuci E. coli po dobu 10-24 hod. Po dobu 96-ti hodin zptisobil monolaurin v koncentraci
50 pug/ml inhibici (redukci) rustu Y. enterocolitica o vice nez 90 % oproti kontrole, niz§i
koncentrace monolaurinu 40 pg/ml a samotna kyselina laurova v koncentraci 30-50 pg/ml
redukovaly rist Y. enterocolitica o vice nez 65 % ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Ugi-

nek kyseliny laurové a jeji MAG proti Salmonella sp. byl mirny (inhibice cca 30%) [22].

Gramnegativni bakterie byly zahrnuty i do studie Bunkové a kol. [23]. Cilem této studie
bylo porovnat za stejnych podminek in vitro inhibi¢ni ¢inky sedmil-monoacylglyceroli
(MAG), které obsahuji mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem na 10 kment potra-
vinami pfenosnych patogenti a bakterii podilejicich se na kazeni potravin (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Cit-
robacter freundii, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella enterica ser. Enteritidis
a Pseudomonas aeruginosa). Krom¢ samotnych inhibi¢nich u¢inki na rust bakterii autofi
sledovali i vliv MAG na jejich ristové parametry. Ristové kiivky ziskané mefenim optické
hustoty bakterialnich suspenzi po dobu 24 hodin byly modelovana pomoci Gompertzovy
rovnice a byly vypocteny hodnoty délky lag-faze, maximalni specifické rustové rychlosti a
maximalni dosazené hodnoty ristu. Monoacylglyceroly potlacovaly ptredevsim rist gram-
pozitivnich bakterii, coz se projevilo prodlouzenim délky lag-faze, poklesem specifické
rustové rychlosti a snizenim hustoty bunééné suspenze. Inhibi¢ni u€inek testovanych mo-
noacylglyceroli klesal v potadi: MAG-C12.0>MAG-Ci11.0>MAG-Cj10.0>MAG-C14.0 > MAG-
Ci1:1 > MAG-Cg,p > MAG-Cy60. Z testovanych monoacylglyceroli mély na gramnegativni
bakterie vyrazngjsi inhibi¢ni G€inky pouze MAG Cs.o, MAG Cip.0 a8 MAG Ci2 a to pouze
ve vysSich koncentracich 1000 az 1500 ug/ml [23]. Jednou z mala gramnegativnich bakte-
rii, ktera je k pisobeni monoacylglyceroli znaéné citliva, je bakterie Helicobacter pylori.
Tento mikroorganizmus napada Zaludecni sliznici a podili se na vzniku Zaludec¢nich viedu.
Monoacylglyceroly mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym fetézcem jsou podle mnohych

studii schopny velmi u¢inné a rychle inaktivovat bunky H. pylori [40, 41].
Existuje celd fada studii zaméfenych na antibakteridlni plisobeni MAG na bakterie
S grampozitivnim typem bunécné stény. Prikladem muze byt studie Ruzicky a kol. [42].

Tato studie byla zaméfena na posouzeni vlivu dvou typtt MAG (monokaprin MAG Cjigy @
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monolaurin MAG Ci2., pfipravenych reakci glycidolu s odpovidajicimi mastnymi kyseli-
nami) na rust vyznamnych druhti bakterii, vlaknitych hub a kvasinek. Vysledky stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace ukazaly, Ze monokaprin v koncentraci 100 - 250 mg/l je
schopen zcela zastavit rist vSech testovanych grampozitivnich bakterii a kvasinek, a
v koncentraci 100 - 400 mg/1 zastavuje i rist vétSiny vlaknitych hub [42]. Vysoka u¢innost
téchto dvou MAG byla zjisténa u mnoha grampozitivnich bakterii, naptiklad u Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes ale i u sporulujicich bakterii rodu Bacillus a Clostridium
[43, 44, 45]. Byla zkoumana antimikrobialni aktivita MAG s lichym poétem uhlikti pfipra-
vené z undekanova (MAG Ci1,0) a undecenova (MAG Ci;). Data ukazala, Ze ob¢ studo-
vané latky uspésné inhibovaly Gram-pozitivni koky (Staphylococcus aureus) a sporulujici-
ty¢inky (Bacillus cereus). Gram-negativni bakterie jsou velmi odolné proti MAG Ci;0 a
ukazaly znac¢nou toleranci vici MAG Cii.q. Minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC)

v MAG Ci;.1 bylo mozné uréit pouze u Escherichia coli [46].
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3 RUST BAKTERII

Ristem bakterialni buiikky rozumime zvétSovani jeji hmotnosti a objemu a syntézu svych
vlastnich komponent. Tento individudlni vyvoj je dan geneticky, ale je i vyznamné ovliv-
nén podminkami prostfedi a ptitomnosti vhodnych zivin. Po dosazeni jisté velikosti se ros-
touci bunka déli na dvé buiky dcefiné, které opét podstupuji individudlni rist a vyvoj za
predpokladu, Ze pro n¢j maji vhodné podminky. Déleni matei'ské buniky na dvé buiiky dce-
finé je zakladem rustu bakterialni populace, ktery 1ze definovat jako zvySovani pocétu bak-
terialnich bun€k zptsobené jejich mnozenim [31, 29]. Nachazi-li se mikrobidlni burika
Vv prostiedi s vhodnymi fyzik4lnimi a chemickymi podminkami, tak roste. Mikroorganizmy
mohou v daném prostiedi rist a mnozit se tak dlouho, dokud maji dostatecny zdroj zivin,
vhodny parcialni tlak kysliku, vhodnou teplotu, odpovidajici hodnotu pH a redox potencia-
lu [31]. Pfi kultivaci mikroorganizmu, rozliSujeme kultivaci v otevieném systému (konti-
nualni kultivace) a v systému uzavieném (staticka kultivace). Pti kontinudIni kultivaci ros-
tou mikroorganizmy v prostiedi, jehoz vlastnosti se neméni, tzn. do systému je pfivadéna
cerstva zivna puida a staré¢ médium je ze systému odvadéno. Pii statické kultivaci rostou
mikroorganizmy v prostiedi, jehoZ vlastnosti a sloZzeni se méni v zavislosti na zivotnich
¢innostech bakteridlnich bunék. V podminkach statické kultivace Ize rist populace grafic-
ky vyjadfit pomoci ristové kiivky [29]. Zndzornime-li si graficky vzriist poctu zivych bu-
nék za téchto podminek tak, Zze na osu x naneseme ¢as (h) a na osu y logaritmus poctu zi-
vych bunék (x) v 1 ml, dostaneme rtstovou kiivku, ktera ma nékolik useka [27, 28]. Na

obrazku 7 je zndzornéna typicka ristova kiivka bakterii.
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Log poctu baktérii

I I . . A VI Vii.
tas

Obr. 7. Rustova krivka mikroorganizmui. I — lag-faze, Il — faze zrychleného rustu, 111 —
exponencialni faze rustu, IV — faze zpomaleného ristu, V — stacionarni faze, VI — faze

odumirani.

Hned od prvnich studii ristu a mnozeni bakteridlni populace, datujicich se z pocatku toho-
to stoleti, bylo ziejmé, Ze kiivka popisujici koncentraci bakterii v zavislosti na Case ma tvar

pismene S. Jiz vroce 1909 vni byly rozliSeny 4 rastové faze, které jsou rozliSovany
dodnes [30].

. lag-fdze (pocatecni faze) — bakterii zatim nepiibyva

. exponencialni faze — faze intenzivniho a pravidelného ristu

. Staciondrni fdaze — riist a mnozeni ustalo a bakterii nepfibyva

o faze odumirdni — bakterie hynou a jejich koncentrace v ¢ase klesa

Ptechod z jedné faze do druhé se nedéje skokem a v zanedbatelné kratké dobé¢, nybrz nao-

pak, trva jistou dobu, a proto mezi jednotlivymi 4 fazemi jsou faze prechodné [30].

3.1 Lag-faze

Lag-faze se n¢kdy také oznacuje jako piipravna faze nebo faze zdrzeni. Je to obdobi, na-
sledujici zpravidla po pfenosu MO do nového prostfedi [31]. V této fazi se bunky jesté
nemnoZi nebo se mnozi jen velmi pomalu. Délka lag-faze zavisi na tom, do jaké miry jsou
bakterie enzymaticky pfipraveny na rist v novém prostiedi na druhu MO, fyziologickém
stavu bungk, velikosti inokula [29, 31]. Pfi¢inou existence lag-faze je nutnost adaptace
bun€k na nové prosttedi, a to zejména v piipadé, Ze nové prostiedi vyZzaduje syntézu no-

vych enzymill. Aby se mohly buniky v novém prostiedi intenzivné mnozit, ¢asto vyzaduji
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nahromadéni dostate¢ného mnozstvi nékterych metaboliti. Lag-faze je v tomto piipade
Délka lag-faize mize byt zanedbatelnd, poptipadé muze tato fazei zcela chybét, k tomu
dochazi naptiklad pii pfenosu rostouci kultury do bohatého médiastejného slozeni. K pro-
dlouzeni lag-fdzedochazi, pokud jsou buiiky vystaveny ptisobeni fyzikalnich nebo chemic-
kych faktorti, které maji na bunky neptiznivy vliv [49]. Pfikladem mtize byt prodlouzeni

lag-faze po ptidavku monoacylglyceroli do média [23].

3.2 Exponencialni faze

Exponencidlni faze (logaritmicka faze) je charakteristickd intenzivnim mnozenim bungk,
jejichz pocet nartista geometrickou fadou s kvocientem 2 [31]. Z jedné bakterie vznikaji 2,
ze 2 pak 4, ze 4 bunék 8 [30]. Rychlost d¢leni je v celé této fazi konstantni. Bunky jsou
novému prostiedi plné piizptisobeny [29]. V exponencialni fazi bunky podstupuji déleni a
jejich generacni doba, tedy dobu od vzniku buiiky do jejiho rozdéleni, zavisi jednak na
druhu mikroorganizmu, ale i na podminkéch prostiedi [50]. V eXponencidlni fazi maji tedy
buniky velkou intenzitu metabolizmu a vysokou rychlost déleni, tato znacna fyziologicka
aktivita buné€k je ale provazena jejich zvysenou citlivosti k neptiznivym faktorim prostiedi

[51].

3.3 Stacionarni faze

Ve stacionarni fazi dochazi K vyrovnani po¢tu odumirajicich bunék a jejich prirastku.
Rychlost d¢leni bungk je tedy nulova, mnoZstvi bunék je konstantni a nabyva ve stacionar-
ni fazi maxima. Maximalni délka této faze je dana citlivosti bun€k k hladovéni. Pokud je
piechod do stacionarni faze zplisoben vycerpanim jedné limitujici Ziviny, je to prechod
nahly. Je-1i ptechod pozvolny, pak to vétSinou znamend, ze ptiiny prechodu do stacionar-
ni faze jsou komplexnéjsi, nejcastéji se jedna o vysokou koncentraci zplodin metabolizmu
nebo nedostatek kysliku. Ve stacionarni fazi neni populace bunék v ustaleném stavu, popu-

lace je heterogenni — obsahuje buniky odumirajici a autolyzujici, butiky rostouci a bunky
klidové [31].
3.4 Faze odumirani

Faze odumirani je charakterizovdna tim, Ze Zivych bakterii ubyva (za mrtvou bakterii po-

vazujeme tu bakterii, ktera neni schopna dat potomstvo) [30]. Rychlost déleni klesa pod
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nulovou hodnotu. Tento stav je podminén nadale se zhorSujicimi podminkami prostiedi

[31].
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4 GRAMPOZITIVNI BAKTERIE

Grampozitivni (G*) bakterie predstavuji rozsahlou skupinu bakterii s nes¢etnymi druhy
nachdzejicimi se v nejriznéjsich zivotnich prostfedich. Druhy vyznamné z hlediska potra-

vinaiské technologie a hygieny Ize rozd¢lit do nékolika skupin:

e G koky

e G" ty¢inky a koky tvofici endospory
e pravidelné nesporulujici G* tyginky

e nepravidelné nesporulujici G* ty¢inky
e mykobakterie [32]

V dalS$im textu jsou blize popsany pouze ty druhy bakterii, které byly vybrany pro testova-

ni antibakteridlnich u¢inkd emulzi obsahujicich monoacylglyceroly.

4.1 Grampozitivni koky

Spolecnou charakteristikou bakterii této skupiny jsou morfologické (koky) a fyziologické
vlastnosti (mezofilie a organofilie). Za zakladni znaky pouzivané k rozliSeni jednotlivych
rodu slouzi napt. uspotfadani bunck, vztah ke kysliku a produkce nékterych enzymu (kata-

lazy, oxidazy...) [33].

4.1.1 Staphylococcus aureus

Stafylokoky jsou grampozitivni koky o priméru piiblizn¢ 1 pm. Uspotadany mohou byt
jednotlivé, v parech, v tetradach, v kratkych fetizcich a predevsim v nepravidelnych shlu-
cich tvaru hroznu. Jsou nepohyblivé, fakultativné anaerobni, se schopnosti ristu i1
Vv prostiedi s 10% koncentraci NaCl [52]. Kolonie jsou obvykle neprithledné a mohou byt
bilé nebo krémové, obcas zluté az zlutooranzové barvy. Optimalni riistova teplota je 30 az
37 °C a vyskyt stafylokokt je primarné vazan na teplokrevné obratlovce [53]. Staphylo-
coccus aureus je saprofyt a epifyt kiize a sliznic, ktery jako potencialni patogen vyvolava
hnisavd onemocnéni klze, sliznic a orgénd savci a ptakd. Ekonomicky nejzdvaznéjSim
onemocnénim zvitat jsou zanéty mlééné zlazy skotu [33]. Nékteré kmeny S. aureus maji
schopnost produkce enterotoxint. Dostanou-li se tyto toxinogenni kmeny do potravin, pro-
dukuji toxiny bilkovinné povahy, které mohou zpisobit lehké i vazné otravy. Nebezpedi
otrav hrozi predevSim u téch potravin, jez se dale tepeln€ neopracovavaji (majonézy, sala-

ty, zmrzliny...), ale i tepelné oSetfené potraviny mohou byt pfi¢inou stafylokokové intoxi-
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kace diky tomu, ze tyto enterotoxiny jsou znac¢né termostabilni [54]. Do potravin se S. au-
reus mize dostat z hnisajicich lozisek na rukou lidi ptipravujicich ptislusné potraviny. Pii-
znaky otravy se projevuji 1 az 6 hodin po poziti potraviny a vyznacuji se zalude¢ni nevol-
nosti az kireCemi, zvracenim, prijmy, bolesti hlavy a n¢kdy pocenim a poklesem télesné
teploty. Pfiznaky trvaji 1 az 2 dny, onemocnéni obvykle samo odezni a nevyzaduje 1éCeni.
Minimalni dévka stafylokokovych enterotoxinti potfebna pro vznik onemocnéni se odha-
duje na 1 — 100 mg a k vyprodukovani tohoto mnozstvi toxinu dochazi tehdy, je-li koncen-
trace bun&k S. aureus v potraving fadové 10° az 10" / g [27, 28, 55]. K 16&bé stafylokoko-

vych infekei se uzivaji betalaktamova nebo makrolidova antibiotika (erytromycin) [33].

4.1.2 Enterococcus faecalis

Mikroskopicky se jedna o grampozitivni sférické az ovoidni koky uspotadané ve dvojicich,
drobnych shlucich nebo kratkych fetizcich. Enterokoky jsou fakultativné anaerobni,
schopné riist pi1 10 °C 1 pii1 45 °C, rostou také v ptitomnosti 6,5% NaCl nebo 40% Zluce
v médiu a pti pH 9,6. pivodné byly enterokoky fazeny do rodu Streptococcus [27, 28, 53].
Enterococcus faecalis ma optimalni teplotu rastu 37 °C. Na polotuhych zivnych pudach
tvoti hladké smetanové az bilé kolonie, na médiu podle Slanetz-Bartleyové ma kolonie o
pruméru 1 az 2 mm, vétSinou okrouhlého tvaru, hladké, lesklé, hnédocervené az rizove
zabarvené [47]. Enterococcus faecalis (faecalis, lat. = majici vztah k vykalim) se bézné
vyskytuje ve vykalech teplokrevnych zivocicht a ¢loveéka [32]. Enterokoky byly navrzeny
také jako indikatory fekalniho znecisténi, avSak vyskytuji se i na rostlinach, které neptisly
s fekaliemi do styku, jsou méné specifické nez Escherichia coli. Jsou odolné&jsi
K nepfiznivym podminkam (napf. k uzeni) neZ ostatni stfevni bakterie, a proto se nékdy
nachazeji v uzeném mase a uzeninach [27, 28]. Z hlediska klinické mikrobiologie patii
E. faecalis mezi zdvazné oportunni patogeny. Casto je ptivodcem nozokomilnich infekci,

zejména infekci mocovych cest, ale byva spojovan i s infekcemi ran a endokarditidou [52].

4.1.3 Micrococcus luteus

Rod Micrococcus zahrnuje grampozitivni koky sférického tvaru, vyskytujici se po dvou, ve
ctveticich nebo v nepravidelnych shlucich, ale ne v fetizcich. Mikrokoky jsou nepohyblivé,
striktn€ aerobni, Castd je produkce karotenoidnich pigmenti Optimalni ristova teplota se
pohybuje v rozmezi 25 az 37 °C [53]. Micrococcus luteus je saprofytem a epifytem kiize
savcl vcetné Cloveka. Dale se nachazi v prostfedi (pida, voda, vzduch) a v potravinch,

obecné je povazovan za nepatogenni. Na agarovych pidach roste ve vypouklych koloniich
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zluté, zlutozelené nebo oranzové barvy. Na krevnim agaru podobné jako ostatni druhy ne-

vyvolava hemolyzu [33].

4.2 Grampozitivni ty€inky tvorici endospory

Sporulace se povazuje za specidlni ptipad bunéného cyklu bakterii, pii kterém vznikaji
uvnitt bunék endospory vysoce odolné proti t¢inktum fyzikalnich a chemickych vlivi. Kli-
dovy stav endospor umoziuje dlouhodobé ptezivani v prirod€, coz ma zésadni vyznam pro
ekologii sporulujicich bakterii [33]. Ke sporulaci dochazi na konci exponencialni faze,
respektive na pocatku stacionarni faze ristu, tedy v okamziku, kdy dojde k ubytku zdroji
uhliku a dusiku v prostfedi a hustota populace dosahuje kritickych hodnot. Proces tvorby
endospor je zahajen replikaci bakterialniho chromozomu a asymetrickym délenim, pii kte-
rém mens$i dcefina bunka (prespora) je zékladem budouci endospory a vétsi buiika se podili
na tvorbé oballi endospory. Diky nizkému obsahu vodu jsou endospory zna¢né odolné
Kk uc¢inktim tepla, kromé toho vSak spory vykazuji rezistenci k vysychani, chemickym lat-
kam nebo zafeni. Pokud se endospora dostane do prostiedi s vhodnymi podminkami,
ochranné obaly se rozrusuji a zacina proces kliceni spory a jeji prestavby na vegetativni

bunku [50]. Uplatnéni sporulujicich bakterii je mnohostranné. Mohou mit vyznam jako:

. technologicky skodlivé MO

. indikatory irovné hygieny a dodrzeni nékterych technologickych postupii

. puvodci rozkladnych procest v potravinach, jejichz produkty mohou ohrozit zdravi
spottebiteli

. patogenni a podminéné patogenni MO

. technologicky prospésné organismy.

Sporulujici bakterie jsou vétSinou mezofilni a dobfe rostou pii b&znych teplotich
V potravinaiskych surovinach a vyrobcich. Vyznacuji se schopnosti rozkladat velké mnoz-
stvi organickych sloudenin. Casto zkvaSuji cukry (méaselné kvaseni) hydrolyzuji $krob,

rozkladaji bilkoviny i tuky [32].

4.2.1 Bacillus cereus

Zastupci rodu Bacillus jsou grampozitivni mikroorganizmy tvaru rovnych tycek rizné dél-
ky se zakulacenymi nebo c¢tvercovymi konci, Casto uspofddanych ve dvojicich nebo
v fetizcich. Tyto bakterie jsou pohyblivé diky peritrichalnim bi¢ikiim, aerobni nebo fakul-

tativné anaerobni s optimalni riistovou teplotou od 15 do 55°C [53]. Dulezitym znakem
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tohoto rodu je schopnost tvofit jednu endosporu. Sporulace probihd pouze za pritomnosti
kysliku, protoze pro sporulaci buiika ziskava energii pfedevSim oxidaci zasobnich latek
Z cytoplazmy [52]. Druhova diferenciace je obtiznd a pro rozliSeni vice nez 60 zastupct
rodu Bacillus se vyuziva charakteristika endospor. Tvar endospory stejné jako tvar matet-
ské bunky je charakteristickym znakem jednotlivych druhti bacili a na zakladé téchto cha-
rakteristik je mozné rozd¢lit zastupce rodu do tii morfologickych skupin. Bacillus cereus
nalezi do 1. morfologické skupiny, jejiz zastupci maji endospory ovalného tvaru a endospo-
ra neztluStuje matefskou bunku [53]. B. cereus je kultivatn€¢ nenarocna bakterie
S optimalni teplotou rastu 28 az 35 °C. Na béznych pidach tvoii velké plstnaté kolonie
S nepravidelnymi okraji, na krevnim agaru se zonou hemolyzy [52]. B. cereus je bézny
saprofyt hojné rozsiteny v prostiedi, prevazné v pudé, vodé a na rostlinach a ¢asto konta-
minuje potraviny [55]. Pfi riistu na polysacharidovych substratech produkuje Bacillus ce-
reus toxiny, které mohou byt pfi¢inou otrav. K otravam dochazi pti pomnozeni této bakte-
rie v potraving na koncentraci bungk 10’ / g potraviny. Nejdast&jsi pticinou téchto otrav
jsou potraviny obsahujici obiloviny nebo skrob (polévky, vafena ryze, pudingy, bramboro-
va kaSe, jatrova pastika). Otrava se projevu za 12 az 13 hodin po poziti potraviny a k jejim

piiznakiim patii nevolnost, bfi$ni kiece, prijmy nebo zvraceni [27, 28].

4.2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je grampozitivni bakterie s buiikami tvaru tycek, ovalnymi endosporami,
které nezdufuji matetfskou buitku. Podobné jako B. cereus tedy patii do I. morfologické
skupiny. Optimalni kultiva¢ni teplota se pohybuje okolo 30 °C. Vyskytuje se hojné
v prostiedi, zejména v pud¢ a vodé [35]. Jako potencidlni patogen vyvolava sporadické
mastitidy skotu. Na krevnim agaru rostou kolonie v S-fazi, na vlhkém agaru se aktivné $ifi.
Velmi snadno sporuluje [33]. Spory jsou velmi odolné k pusobeni tepla a pieckavaji az
tithodinovy var. B. subtilis ¢asto kontaminuje potraviny, zptisobuje sladké srazeni sterili-

zovaného a pasterovaného mléka [32].
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5 GRAMNEGATIVNI BAKTERIE

Gramnegativni (G’) bakterie se nachazeji vSude v pfirodé a bézné se vyskytuji
V potravinaiskych surovindch a vyrobcich. Jen velmi malo druhti je mozno povazovat
z praktického hlediska za uzite¢né. Primyslové vyuziti ma rod Acetobacter pro vyrobu
octa. Bakterie Escherichia coli je modelovym organismem pro védecky vyzkum. Slouzi
téz jako objekt genového inZenyrstvi. Druhy vyznamné z hlediska potravinatrské technolo-

gie a hygieny lIze rozdélit do dvou skupin (dfive 4. a 5. sekce oddéleni Gracilicutes):

o G’ aerobni ty¢inky a koky

o G fakultativné anaerobni ty¢inky [32].

5.1 Gramnegativni aerobni ty¢inky a koky

Jsou chemoheterotrofni. Nékteré se vSak vyznacuji autotrofii a vyuzivaji H, jako donoru
elektronil. Rostou za obligatné aerobnich podminek. Kyslik O, je kone¢nym akceptorem
elektronti. Jen nékteré z nich se vyznacuji schopnosti anaerobni respirace. Vyskytuji se
v pudé¢, ve sladkovodnim prostiedi, ale 1 v mofi, na kotfenech rostlin, ve sttevech, v tstni

duting ¢lovéka i zvitat [29].

5.1.1 Pseudomonas fluorescens

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni rovné nebo mirné zakiivené tycky, vétsi-
nou pohyblivé diky polarnim bi¢iklim, pouze velmi ziidka jsou nepohyblivé. Pseudomona-
dy jsou aerobni se striktné respiratornim typem metabolizmu, kdy kyslik je kone¢nym ak-
ceptorem elektronli, vyjime¢né miize byt alternativnim akceptorem elektronii nitrat, coz
umoziuje anaerobni rist. VétSina druhii nevyzaduje zadné ristové faktory a jsou Siroce
roz8ifené v prostiedi, kde se mohou nachazet ve formé biofirmu i planktonicky,
v pfirodnich 1 odpadovych vodach, vpudé, u volné Zzijicich 1 domadcich zvifat,
V potravinach zejména v mase [53, 26]. Pseudomonady jsou relativné rezistentni
Kk fyzikalnim a chemickym vlivim. Mohou se mnozit i pfi nizké teploté a minimalnim ob-
sahu Zivin pokud rostou v prostiedi s dostatecnou vlhkosti. Diky své znaéné rezistenci odo-
lavaji 1 u¢inkim nekterych dekontaminacnich a dezinfekénich ¢inidel, diky ¢emuz mize
byt eliminace pseudomonad z prostiedi velmi obtizna [47]. P. fluorescens se vyskytuje
VvV pud¢, vode i1 potravinach, byva izolovana i z humanniho klinického materidlu. Nékteré

kmeny jsou patogenni pro rostliny. Typicka je tvorba pigmentu fluoresceinu [53].
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5.2 Gramnegativni ty¢inky fakultativné anaerobni

Jsou chemoheterotrofni. Nékteré¢ vsak mohou rust i autotrofné, pticemz vyuzivaji H, jako
donoru elektrontl. Vyznacuji se aerobni respiraci a za anaerobnich podminek fermentaci.
Vyskytuji se volné nebo v asociaci se zvifetem, ¢lovékem nebo rostlinou. Nékteré jsou
patogenni. Buriky jsou tvaru pfimych tycek s vyjimkou rodu Vibrio, jehoZ druhy se vyzna-
¢uji vibriodnim tvarem. Mezi nejvyznamnéjsi druhy z této skupiny patii pfedevsim zastup-
ci ¢eledi Enterobacteriaceae. Rada téchto druhti ma celosvétovy vyskyt a zpisobuje u &lo-

véka priijmova onemocnéni, mnohé druhy jsou oportunnimi patogeny [29].

5.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli je druhem nalezicim do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se o rovné tycky
vyskytujici se jednotlivé a ve dvojicich, n€které kmeny z klinického materialu tvofi pouzd-
ra. Buiiky jsou pohyblivé pomoci peritrichalnich biciki, fakultativné anaerobni, majici jak
respiratorni, tak i fermentatorni typ metabolizmu [53]. Kultivace je moZna na Siroké Skale
pud, priCemz za idealnich podminek dosahuje genera¢ni doba E. coli 20 minut. Na Endové
pudée roste v purpurové zbarvenych koloniich. Biochemicky je to primérné aktivni entero-
bakterie, zkvasuje cukry (glukozu, laktozu, nékteré pentdzy a alkoholické cukry) za inten-
zivni tvorby kyselin a plynu [52, 27, 28]. Escherichia coli se nachazi ve spodni ¢asti stiev-
niho traktu ¢lovéka a teplo krevnich zvifat, a vyskytuje se tedy i ve vykalech. Pfitomnost
této bakterie ve vodach nebo v potravinach je proto ukazatelem, ze zde doslo k znecisténi
fekaliemi [27, 28]. Nesmi se vyskytovat v pitné vodé a v détské vyzive. V ostatnich potra-
vinach je jeji obsah limitovan. Slouzi téz jako indikator fekalniho zne¢isténi a tirovné sani-
tace a hygieny [32]. Escherichia coli je nejprozkoumanéj$i mikrobialnim druhem, nebot’
slouzi jako modelovy organizmus pro biochemické, genetické i fyziologické studie [27,
28]. Piestoze je E. coli béznou soucasti sttevni mikroflory, je také i vyznamnym oportun-
nim patogenem, ktery mize vyvolavat chorobné stavy. Ve stievé je to mozné tehdy, kdyz
je kmen vybaven specifickymi faktory virulence, mimo stievo je tato bakterie témét vzdy
patogenni [52]. Na zéklad¢€ faktorti virulence a plsobeni ve stfeve, 1ze virulentni kmeny E.
coli rozdélit do né€kolika skupin: enterohemoragické kmeny (EHEC), enteroinvazivni
(EIEC), enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni (ETEC) a enteroagregativni (EAggEC).
Enteropatogenni kmeny jsou ptvodci novorozeneckych prijmi, ETEC kmeny vyvolavaji

prijmova onemocnéni prostiednictim toxinil, invazivni kmeny EIEC zplsobuji krvavé

N 24
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jsou infekce enterohemoragickymi kmeny (EHEC), které vyvoldvaji krvaceni ve stfevé a

Casta je i systemizace infekce. Nejbéznéjsim EHEC kmenem je E. coli O157:H7 [52, 54].

5.2.2 Salmonella enterica

Bakterie rodu Salmonella jsou gramnegativni rovné tycky, vétSinou pohyblivé
s peritrichalnimi biciky. Jsou fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni, maji jak respira-
torni, tak 1 fermentatorni typ metabolizmu. Optimalni teplota pro rast salmonel je 37 °C
[53]. VSechny salmonely bézné vyznamné pro ¢loveéka patti z hlediska taxonomie do druhu
Salmonella enterica a vétsinou i do poddruhu S. enterica ssp. enterica. Vnitrodruhova dife-
renciace je zalozena déleni do sérovart podle somatickych, kapsularnich a bicikovych an-
tigenl. V humanni klinické mikrobiologii se odliSuji sérovary primarné patogenni pro ¢lo-
veka (sérovar Typhi a Paratyphi) a sérovary zoopatogenni, které u ¢loveéka vyvolavaji pri-
jmova onemocnéni znama pod pojmem salmoneldza. Ve vétSin€ evropskych zemi je pt-
vodcem gastroenteritid nejcastéji sérovar Enteritidis [52, 53]. Salmonella enterica subsp.
enterica sv. Enteritidis je ptvodcem nahle vznikajicich infekci, probihajicich rychle
S piiznaky gastroenteritidy, zvracenim, prijmem s mirn¢ zvySenou teplotou nebo horec-
kou. Salmonely nejsou ptitomny v krvi, jsou ve stolici. Infekce je alimentarni, zdrojem
jsou zvitata, maso, driibez, vejce, kontaminované potraviny, lidé [26]. U malych déti, star-

Sich osob nebo oslabenych jedinct hrozi i salmonelova sepse [53].

5.2.3 Citrobacter freundii

Bakterie rodu Citrobacter jsou fazeny do ¢eledi Enterobacteriaceae. Podobn¢ jako u vyse
uvedenych rodu této celedi se jedna o pohyblivé rovné tycky, schopné vyuzivat respiraci i
fermentaci, s optimalni rastovou teplotou 37 °C [53]. Citrobacter freundii se nachazi ve
stievech obratlovcl véetné plazl a obojzivelnikd. Roste i na béznych ptdach, pii kultivaci
na krevnim agaru nedochazi k hemolyze [33]. Tyto mikroorganizmy byvaji ¢asto izolova-
ny z klinick¢ého materidlu jako oportunni patogeny, jejich pfitomnost je béznd i v pude,
vod¢€, potravinach ¢i odpadnich vodach [53]. U telat, selat a driibeze muze Citrobacter
freundii vyvolat gastrointestinalni poruchy. Byl izolovan také z ptipadl akutni mastitidy u

skotu a prasnic. Kmeny jsou citlivé na chloramfenikol a vét$inou i na streptomycin a tetra-

cyklin [33].
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5.2.4 Serratia marcescens

Dalsim zastupcem c¢eledi Enterobacteriaceae je gramnegativni rovna tyc¢ka rodu Serratia.
Ty to bakterie jsou pohyblivé, fakultativné anerobni a chemoorganotrofni s optimalni tep-
lotou rastu v rozmezi 30 az 37 °C [53]. Od ostatnich roda ¢eledi se Serratia marcescens
li$1 produkei ¢erveného nerozpustného pigmentu, ktery zbarvuje kolonie a odliSuje se také
biochemicky [26]. Seracie se vyskytuji v humannim klinickém materialu, vod¢, pud¢ i na
povrchu rostlin, kromé toho je miizeme nalézt i ve stfevnim traktu hlodavci nebo hmyzu.
S. marcescens je vyzna¢nym oportunnim patogenem piedev§im pro hospitalizované paci-
enty. Nejcastéjsi jsou infekce dychaciho traktu zejména pii asistovaném dychani, septiké-

mie a infekce mocovych cest [26, 53].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE MATERIALY A PRISTROJE
6.1 Materialy a chemikalie

Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly (MAG) byly vyrobeny adici ptislusné mastné kyseliny na glycidol za
katalytického  ptsobeni  chromitych iontG (chromium III  acetat hydroxid,
[Cr3(CH3CO00)7](OH)2) dle postupu publikovaného Janisem a kol. [61]. Vyroba probé&hla
v laboratofich Ustavu technologie tukd, tenzidii a kosmetiky Fakulty technologické a de-

klarovana Cistota ptipravenych MAG byla p.a. [61].
Pro praci byly vybrany nasledujici MAG:

o monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG Cig.)

o monoacylglycerol kyseliny undekanové (MAG Ci1.0)
o monoacylglycerol kyseliny undecenové (MAG C11:1)
. monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG Ci2:0)

Alkohol

e Dbutanol (terc — butylalkohol, C4H100), Ing. Petr Lukes (Uhersky Brod)

Surfaktant

Tween 80 (Polyethylene glycerol sorbitanmonooleate), Sigma-Aldrich (Francie)

6.2 Pouzité mikroorganizmy a kultiva¢ni média

Kmeny pouZité v experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly ziskany z Ceské sbirky mik-
roorganizmu (Czech Collection of Microorganisms, www.sci.muni.cz/ccm/). Kultury byly
uchovéavany na Petriho miskach pfi teploté 4 + 2 °C a pieockovavany kazdé 3 az 4 tydny.
Pro stanoveni antimikrobni aktivity pfipravenych emulzi byly zvoleny nasledujici kmeny
mikroorganizmii:

G" mikroorganizmy:

. Bacillus cereus CCM 2010
o Bacillus subtilis subsp. subtilis CCM 2216
° Micrococcus luteus CCM 732
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o Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

. Enterococcus faecalis CCM 4224

G” mikroorganismy:

Pseudomonas fluorescens CCM 2798

o Citrobacter freundii CCM 7187

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

o Escherichia coli CCM 3954

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

nich bun€k v masopeptonovém bujonu (MPB) o nasledujicim slozeni:

Beefextract (Hi-Media) 4,09
Pepton (Hi-Media) 4,09
NaCl (Lach-Ner) 2090
destilovana voda 400 ml

Konec¢né pH (pti 25°C) bylo upraveno na hodnotu 7,0 £ 0,2.
Médium bylo po rozplnéni do zkumavek sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 20

minut.

6.3 Pristroje

o Vortex Heidolph REAX top (Némecko)

. Digitalni vahy OHAUS (Svycarsko)

o Biohazard box EUROFLOW, Clean Air (Holandsko)
o Biologicky termostat Memmert INE 600

o Microplate reader Benchmark, Bio-Rad (USA)

o Software Microplate Manager, Bio-Rad (USA)

. Mikropipety (100 — 1000 pl, 20 — 200 pl, 0,5 — 10 pl)
o Laboratorni sklo (pipety, kadinky, zkumavky)

o Sterilni Spicky na mikropipety

o Plastové zkumavky

o Mikrotitracni desticky

J Stiikackové filtry o velikosti port 0,22 pm (Millipore, Velké Britanie)
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o Injekéni stiikacka 10 ml

o Ockovaci klicky
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7 METODIKA

7.1 Priprava mikroemulzi

Mikroemulze se vyrabi michdnim jednotlivych slozek za ptfitomnosti surfaktant. Pro ex-
perimentalni ¢ast bakalaiské prace byly ptipraveny mikroemulze typu olej ve vode (o/v).
Jako surfaktant byl pouzit Tween 80 o hodnoté¢ HLB = 15, ktery je pro tvorbu emulzi typu
olej ve vodé vhodny. Kosurfaktantem byl butanol (terc-butylalkohol, C4H100). Mikro-
emulze byly pfipravovany 2z riznych typti monoacylglycerolii, které jsou uvedeny
v kapitole 6.1. Olejova faze mikroemulze byla tvofena monoacylglycerolem rozpusténym
v alkoholu. Na vahach byl navazenl g MAG a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 5 ml buta-
nolu, ¢imz byl ziskan roztok o koncentraci 0,2 g/ml. Pro lepsi rozpustnost byly nékteré
roztoky MAG zahiivany na vodni lazni a nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu. Poté
bylo rozpusténo 2,25 g surfaktantu (Tween 80) ve 20 ml destilované vody a vSe bylo di-
kladné€ rozmichano na Vortexu. K 20 ml vodné faze obsahujici surfaktant bylo pipetovano
250 pl roztoku MAG v butanolu a vSe bylo protifepano za vzniku homogenni mikroemulze.
Mikroemulze byly pfipravovany do plastovych zkumavek o objemu 25 ml, které byly pte-
dem sterilizovany UV zafenim. Sterilita samotnych mikroemulzi byla zajiSténa filtraci pres
sttikackovy filtr s velikosti pora 0,22 um. Pro testovani antibakterialnich vlastnosti mikro-
emulzi obsahujicich monoacylglyceroly byl ptipraven i slepy pokus, tedy emulze ktera

neobsahovala monoacylglyceroly.

7.2 Priprava suspenze bakterii

Pro testovani antibakterialnich uc¢inkti mikroemulzi byly pouzity 24 - hodinové kultury
mikroorganizmi. Suspenze bun¢k piislusnych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
byly pfipraveny zaockovanim 5 ml sterilniho Zivného média (MPB). Zkumavky byly kulti-
vovany v termostatu pii 30 °C po dobu 24 hodin.

7.3 Sledovani uc¢inki mikroemulzi s monoacylglyceroly na rist mikro-

organizmu

Pro sledovani vlivu mikroemulzi na rist bakterii byla zvolena mikrodilu¢ni metoda vyuZi-
vajici kultivaci mikroorganizmu v jamkach mikrotitra¢ni desticky. Bakteridlni rist byl sle-
dovan pomoci méfeni zakalu suspenze pifi vlnové délce 655 nm s vyuZitim pfistroje

Microplate reader Benchmark (Bio-Rad).
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V prvni fazi experimentu byly emulze fedény dvojkovou fadou kultivanim médiem a jed-
notliva fedéni byla pipetovana do jamek mikrotitracni desticky v objemu 200 ul. Jamky
byly nasledné zaockovany 5 - ti pl suspenze mikroorganizmii a mikrotitracni desticka byla
inkubovana v Microplate readeru po dobu 24 hodin. Kazdych 30 minut byla méfena hod-
nota optické denzity pii 655 nm. Ze ziskanych dat byly sestaveny rustové kiivky a bylo
urceno rozmezi koncentraci emulzi, které ovlivituje rist mikroorganizmi. Na zaklad¢ této
faze experimentu bylo navrzeno 7 fedéni emulzi v kultivaénim médiu o koncentraci mono-
acylglycerold 100 — 1500 pg/ml. Jednotliva fedéni a pipetované objemy emulze a zivného

média jsou uvedeny V tabulkach 3. a 4.

Tab. 3. Koncentrace MAG V jednotlivych redénich mikroemulze.

fedéni koncentrace MAG|[ug/ml]

1. 1500
2. 1250
3. 1000
4. 750
5, 500
6. 250

7. 100
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Tab. 4. Objem mikroemulze a MPB V jednotlivych redenich.

redéni mikroemulze [ml] MPB [ml]

1. 2,4 1,6
2. 2 2

3. 1,6 2,4
4. 1,2 2,8
5. 0,8 3,2
6. 0,4 3,6
7. 0,16 3,84

Redéni ptipravena podle vyse uvedeného schématu byla pipetovana v objemu 200 pl do
jamek mikrotitra¢ni desticky a zao¢kovana 5 - ti ul suspenze testovanych mikroorganizmu.
ZaoCkovani mikrotitra¢ni desticky bylo provedeno za aseptickych podminek v Biohazard
boxu. Soucasti mikrotitra¢ni desticky byla i pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitivni
kontrola slouzilo samotné kultivacni médium, tedy MPB bez ptidavku mikroemulze, zaoc-
kované ptisluSnym mikroorganizmem. Nezaockované jamky obsahujici kultivaéni médium
s piislusnym ptidavkem mikroemulze slouzily jako negativni kontrola. Mikrotitracni
desti¢ky byly inkubovany pii laboratorni teploté v ptistroji Microplate reader Benchmark
po dobu 24 hodin, pfi¢emz kazdych 30 minut byla méfena hodnota optické denzity pii vl-
nové délce 655 nm. Pied kazdym méfenim byly vzorky protiepavany po dobu 10 sekund a
pro kazdou koncentraci emulze a kazdy mikroorganizmus byl rist sledovan minimalné ve

dvou jamkach mikrotitracni desticky.

K zaznamenani dat byl pouzit software Microplate Manager a z priumért namétenych hod-
not od kterych byla odectena primérna hodnota zakalu, negativni kontroly byly sestrojeny
pomoci riistové kiivky. Vliv pfidavku mikroemulzi na rast jednotlivych mikroorganizmi
byl hodnocen pomoci vypoctu indexu riistu po urcité dob¢ kultivace. Index ristu byl vypo-

¢itan podle nasledujiciho vztahu:

ODess _ODNK)

PK

.100

IR(%) = (
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IR......... index rustu

ODess...... hodnota zakalu suspenze testované kultury v médiu s piislusnou koncentraci mik-

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

ODrk......hodnota zakalu pozitivni kontroly
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vliv monoacylglycerolii v mikroemulzi na riist G* a G™ bakterii

Pro studium vlivu monoacylglycerolti v mikroemulzi na riist bakterii byly vybrany monoa-
cylglyceroly lisici se typem navazané kyseliny. Testovany byly MAG nasycenych mast-
nych kyselin se sudym po¢tem uhlikii (MAG kyseliny kaprinové - MAG Cio.0, MAG Kyse-
liny laurové - MAG Ci2,), nasycenych mastnych kyselin s lichym poc¢tem uhlikit (MAG
kyseliny undekanové - MAG Ci1.0), nenasycenych mastnych kyselin (MAG kyseliny unde-
cenové - MAG Ci1:1). Tyto jednotlivé MAG byly rozpustény v alkoholu (butanolu) a na-
sledné bylo urc¢ité mnozstvi tohoto roztoku ptidano k surfaktantu (Tween 80) a vodé, poté
byla vytvorena mikroemulze. Mikroemulze byly nasledné fedény masopeptonovym bujo-
nem, tak aby koncentrace MAG vV jednotlivych fedénich byly 100, 250, 500, 750, 1000,
1250 a 1500 pg/ml. MAG byly testovany na grampozitivnich bakteriich (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus) a
gramnegativnich bakteriich (Citrobacter freundii, Escherichia coli, Pseudomonas fluo-
rescens, Salmonella enterica, Serratia marcescens). Pomoci spektrofotometru Microplate
reader Benchmark byl zaznamenavan rust bakterii po dobu 24 hodin pfi vinové délce 655
nm. Z téchto udaji byly sestrojeny rustové kiivky. Antimikrobni uG¢inky jednotlivych
MAG v mikroemulzi byly vyjadieny jako index ristu v ¢ase 12 hodin a znazornény grafic-
Ky.

8.1.1 Vliv mikroemulze bez pfidavku MAG na rist grampozitivnich bakterii

Vzhledem k tomu, ze jednotlivé slozky mikroemulze mohou ovliviiovat rist mikroorgani-
zmu, byla pfipravena mikroemulze bez piidavku monoacylglycerolu. Postup piipravy mik-
roemulze a obsah jednotlivych slozek zlstal stejny jako u mikroemulzi, do kterych byl jako
kosurfaktant pfidan monoacylglycerol. 1 pii testovani antibakterialnich vlastnosti této
emulze bylo postupovéno stejné jako v ptipadé¢ mikroemulzi s MAG. Cilem tohoto slepého
pokusu bylo zjistit, zda pfidavek MAG do kompozice mikroemulze méni jeji schopnost
ovliviiovat rist mikroorganizmt. Ptikladem grampozitivni bakterie rostouci v pfitomnosti
mikroemulze bez piidavku MAG je Bacillus cereus. Jak je patrné z obr. 8 nejvyssi testova-
né koncentrace mikroemulze (1000 - 1500 pg/ml) pisobi na tuto grampozitivni bakterii

-----

Send hodnota indexu rustu ve srovnani s kontrolni kulturou rostouci v samotném kultivac-
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nim médiu. Z toho vyplyva, Ze i slozky mikroemulze, tedy Tween a butanol ovliviiuji rast

bakterii.
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Obr. 8. Vliv mikroemulze bez pridavku MAG na riist Bacilluscereus.

Antimikrobni u€inky mikroemulze bez ptidavku MAG na vSechny grampozitivni bakterie
jsou zaznamenany jako index rustu v ¢ase 12 hodin a znazornény na obrazku ¢. 9. Do kul-
tivatniho média byla mikroemulze piidana ve stejném objemu, ktery byl vypocten pro tes-
tovani MAG v mikroemulzi. Pro nazornost a snazsi srovnani byla oznaceni jednotlivych
fedéni zachovana a v grafu jsou tedy oznacena jako koncentrace 100, 250, 500, 750, 1000,
1250 a 1500 pg/ml. Podobné jako u B. cereus, i u ostatnich grampozitivnich druhti vedl
piidavek mikroemulze k poklesu hodnot indexu riistu, a to zejména ve vyssich testovanych
koncentracich. Jednotlivé druhy bakterii se vSak lisily v citlivosti k pisobeni mikroemulze.
U M. luteusklesl index rtstu pod 70 % uz pii koncentraci 250 pg/ml, stejna koncentrace

mikroemluze v médiu vSak pusobila spiSe stimula¢né na S. aureus, B. cereusaB. subtilis.
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Obr. 9. Vliv mikroemulze na rist grampozitivnich bakterii v ¢ase 12 hodin.

8.1.2 Vliv mikroemulze bez pridavku MAG na rust gramnegativnich bakterii

Stejn€ jako u grampozitivnich bakterii, 1 u gramnegativnich druhii byl proveden slepy po-
kus s mikroemulzemi bez ptidavku MAG. Na ukazku jsou uvedeny rustové kiivky bakterie
Serratia marcescens, ktera byla kultivovana v médiu obsahujicim rtizné mnoZzstvi mikro-
emulze (Obr. 10). V koncentraci 500 — 1500 pg/ml doslo uc¢inkem mikroemulze k potlace-
ni rustu S. marcescens. Tento inhibi¢ni G¢inek mize byt zplisoben piitomnost alkoholu
v mikroemulzi a i Tween, jakozto povrchové aktivni latka, mize ovliviiovat mikroorgani-
zmy. Rist S. marcescens V ptitomnosti mikroemulze v nizkych koncentracich byl srovna-

telny s kontrolou.
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Obr. 10. Viiv mikroemulze bez pridavku MAG na riist Serratia marcescens.
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Antimikrobni ucinky mikroemulze bez piidavku MAG na gramnegativni bakterie byly
zaznamenany jako index rustu v ¢ase 12 hodin a jsou znazornény na obrazku ¢. 11. Index
ristu mikroorganizmuti byl pozorovan v nasledujicich koncentracich mikroemulze v médiu:
100, 250, 500, 750, 1000, 1250 a 1500 pg/ml. Ve vsech koncentracich bylo pozorovano
snizeni indexu ristu gramnegativnich bakterii a inhibi¢ni uc¢inek se zvySoval s rostouci

koncentraci mikroemulze v médiu.

Lze tedy konstatovat, ze uz samotna mikroemulze obsahujici alkohol a Tween omezuje
rust grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. V nasledujici ¢asti prace bylo zkoumano,
zda ptidavek monoacylglyceroli do kompozice mikroemulze tento inhibi¢ni efekt dale

ZvySsi.
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Obr. 11. Vliv mikroemulze bez pridavku MAG na rist gramnegativnich bak-

terii v case 12 hodin.

8.1.3 Vliv mikroemulze s monoacylglycerolem kyseliny kaprinové MAG (Cjo.0) na

rust grampozitivnich bakterii

Na obrazku ¢. 12 je znazornén rist grampozitivni bakterie, konkrétné Bacilluscereus,
Vv pfitomnosti ur€itych koncentracich mikroemulzi s MAG Cio,. Je patrné, ze vlivem pii-
tomnosti mikroemulze s MAG v koncentraci 1000 - 1500 pg/ml dochazi ke sniZeni hustoty

bakterialni suspenze, a rust B. cereusje tedy touto mikroemulzi inhibovan.
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Obr. 12. Vliv mikroemulze s MAG (Ci0.0) na rist Bacillus cereus.

Antimikrobni u¢inky mikroemulze s MAG Cjo,0 na grampozitivni bakterie byly vyjadieny
jako index ristu v ¢ase 12 hodin a znazornény graficky. Uginky mikroemulze s MAG byly
sledovany v ur¢itych koncentracich 100, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 ug/ml. Vyraz-
n&j$i inhibiéni t¢inkyna G* bakterie byly pozorovany az p¥i koncentracich 500 pg/ml a
vys$§ich. Mikroemulze s MAG Cio.0 v koncentraci 100 a 250 ug/ml nevedly ke snizeni hod-
not indexu rustu u zadné z grampozitivnich bakterii. NejodoIn¢jSim druhem byl Staphylo-
coccusaureus. Ani v piitomnosti mikroemulze v nejvy$si koncentraci neklesla hodnota
indexu ristu pod 80 % a koncentrace 100, 250 a 500 pg/ml rGst dokonce podporovala.
Nejvyssi citlivost k MAG C10:0 v mikroemulzi vykazoval Micrococcusluteus. U této bak-
terie byl index rastu v koncentracich vyssich nez 500 pg/ml vyrazné snizen a pohyboval se

V rozmezi 40 az 60 %.
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Obr. 13. Vliv MAG (Ci:0) na rist grampozitivnich bakterii v ¢ase 12 hodin.
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8.1.4 VIiv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové MAG (Cio:0) na riist gramnegativ-

nich bakterii

Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprinové MAG (Cio,) ve formé mikroemulze byl sle-
dovan i na skupiné gramnegativnich bakterii. Jako priklad jsou na obrazku ¢. 14 uvedeny
rastové kiivky ziskané kultivaci Serratia marcescens v médiu s pfidavkem mikroemulze
MAG Cipo. V koncentracich 500, 750, 1000 a 1500 pg/ml pusobila mikroemulze
S MAG Cig, na rtst bakterie S. marcescens inhibi¢né. U koncentrace 250 pg/ml m¢l MAG
také inhibi¢ni ucinek, avsak slaby a trvajici pouze béhem prvni poloviny kultivace. Nejniz-

§i testovana koncentrace 100 ug/ml nepotlacila riist této gramnegativni bakterie.
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Obr. 14. Vliv mikroemulze s MAG (Cio:0) na riist Serratia marcescens.

Vliv monoacyglycerolu kyseliny kaprinové byl také testovan na dalSich gramnegativnich
bakteriich a vysledky jsou uvedeny jako indexy rastu pro koncentrace MAG 250, 500, 750,
1000, 1250 a 1500 pg/ml (Obr. 15). U bakterii Pseudomonas fluorescens a Salmonella
enterica byl inhibi¢ni G¢inek vlivem MAG prokazany ve vSech koncentracich, v nejvyssi
testované koncentraci byly indexy ristu pouze v rozmezi 30 az 40 %. U bakterie Citrobac-
ter freundii byly hodnoty indexu rastu pfi koncentraci 100 a 250 ug/ml vyssi nez u samot-
né kontroly, narust byl vyssi nez 100 %. U bakterii Escherichia coli a Serratia marcescens
nejvyssi koncentrace MAG také neplisobi inhibi¢né, ale spiSe riist podporuje. Rist gram-

negativnich bakterii pfi riznych koncentracich je znazornén na obrazku €. 15.
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Obr. 15. Vliv MAG (Ci.0) na rist gramnegativnich bakterii v ¢ase 12 hodin.

8.1.5 VIliv monoacyglycerolu kyseliny undekanové MAG (Cj1.0) na rist grampozi-

tivnich bakterii

Vliv mikroemulze s monoacylglycerolem kyseliny undekanové MAG (Ci1,) na rist gram-

pozitivnich bakterii byl testovan v koncentracich 100, 250, 500, 750, 1000, 1250 a

1500 pg/ml.  VIiv. MAG Ciio na rast bakterie Bacillus cereus je zndzornén

na obrazku ¢. 16. Z rtstovych kiivek lze konstatovat, Ze mikroemulze obsahujici tento mo-

noacylglycerol méla zna¢né inhibi¢ni u¢inky na riist B. cereus. Ve vsech testovanych kon-

centracich nebyl rlst témet zaznamenan.
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Obr. 16. Vliv mikroemulze s MAG (Ci1:¢) na riist Bacillus cereus.

Utinky mikroemulze s MAG Ci1 byly studovany i na daliich grampozitivnich bakteriich.

Kompletni vysledky jsou uvedeny na obrazku ¢. 17 formou hodnot indexu rlistu. Monoa-
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cylglycerol kyseliny undekanové se jevi jako velmi u¢inné antibakteridlni agens. U vSech
grampozitivnich bakterii se v koncentraci 500 pg/ml index rlstu snizil pfinejmensim na
koncentrace MAG Cj1., tedy koncentrace 100 ug/ml, ptsobila inhibi¢né na dva grampozi-
tivni druhy, Enterococcus faecalis a Bacillus cereus. Koncentrace 250 pg/ml uz vedla

Kk potlaceni rtstu u vSech grampozitivnich bakterii.

V kapitole 8.1.1. byl studovan ucinek mikroemulze bez ptidavku monoacylglycerolu a
bylo zjisténo, Ze 1 samotna mikroemulze ma schopnost mirn¢ inhibovat riist grampozitiv-
nich bakterii. Na zakladé vysledku ziskanych pro mikroemulze obsahujici MAG Ciiy J€

mozné fici, ze pfidavkem MAG Ci1,0 do kompozice mikroemulze se jeji inhibi¢ni aktivita

zvysuje.
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Obr. 17. Vliv mikroemulze s MAG (Ci1.0) na riist grampozitivnich bakterii

V case 12 hodin.

8.1.6 Vliv monoacyglycerolu kyseliny undekanové MAG (Ci1.0) na rist gramnega-

tivnich bakterii

Vliv mikroemulze s monoacylglycerolem kyseliny undekanové MAG (Ci1:0) na rust gram-
negativnich bakterii byl testovan v romezi koncentraci 100 az 1500 pg/ml. Rastové kiivky
pro bakterii Salmonella enterica rostouci v médiu s ptidavkem mikroemulze s MAG Ci1:0
jsou znazornény na obrazku ¢. 18. Z grafu je patrné, ze v koncentraci MAG 500 pg/ml byla
prodlouzena lag-faze a doslo k ¢aste¢né inhibici riistu salmonel. Vyssi testované koncent-

v v

100 pg/ml vedla k mirnému zvySeni poctu bunék oproti kontrolnimu vzorku.
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Obr. 18. VIiv mikroemulze s MAG (Ci1:0) na riist Salmonella enterica.

Indexy rustu dalSich gramnegativnich bakterii jsou graficky znazornény na obrazku ¢. 19.
Podobé€ jako u grampozitivnich druht i1 zde Ize konstatovat, ze mikroemulze obsahujici
MAG Cj1.0 ma antibakterialni ti¢inek. U nejvyssich testovanych koncentracich (750 - 1500
pg/ml) byl zaznamenan index ruast bakterii nizsi nez 20 %. Nejcitlivéji reagovala na pti-
tomnost MAG Ci;0 Pseudomonas fluorescens, naopak nejodolngjsi se zda byt Serratia

marcescens, jejiz rust byl v nizkych koncentracich mikroemulze s MAG Ci1.0 spiSe podpo-

rovan.
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Obr. 19. Vliv mikromeulze s MAG (Ci1:0) na rist gramnegativnich bakterii
V case 12 hodin.
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8.1.7 VIiv monoacyglycerolu kyseliny undecenové MAG (Ci;.1)na rist grampozitiv-

nich bakterii

Byly pfipraveny i mikroemulze obsahujici monoacylglycerol nenasycené mastné kyseliny,
konkrétné kyseliny undecenové. VIiv monoacylglycerolu kyseliny undecenové MAG Ci;
na rust grampozitivni bakterie Micrococcus luteus je znazornén na obrazku ¢. 20. | pro
studium aktivity tohoto MAG byly zvoleny koncentrace v rozmezi 100 az 1500 ug/ml. Pfi
kubace vyznamné niz§i nez u kontroly rostouci pouze v Cistém médiu. Vyssi testované
koncentrace pak ptsobily na riist M. luteus inhibi¢né a rist této bakterie byl nepatrny nebo

dokonce zadny.

0,300
0,250 oot

0,200 W

0,150
0,100
0,050
0,000

OD 655

Cas (hodiny)

—— 0 pg/ml —— 1500 pg/ml 1250 pg/ml 1000 pg/ml
—X¥— 750 ug/ml —0— 500 ug/ml —+— 250 pug/ml —— 100 pg/ml

Obr. 20. Vliv mikroemulze s MAG (Cy1:1) na riist Micrococcus luteus.

Vliv monoacylglycerolu kyseliny undecenové na rist ostatnich grampozitivnich bakterii je
zndzornén na Obrazku 21. Z hodnot indexu riistu je patrné, Ze nejnizsi inhibi¢ni G¢inek ma
tento MAG na bakterii Enterococcus faecalis. U nékterych bakterii je rist minimalni, pod
30 %. VétSina grampozitivnich bakterii reaguje na MAG Ciy; citlivéji neZ na podobny
monoacylglycerol, tedy MAG Ci1:. Velmi citlivé jsou zejména bacily a Micrococcus lu-

teus.
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Obr. 21. Vliv mikroemulze s MAG (Ci1.1) na rist grampozitivnich bakterii

V case 12 hodin.

8.1.8 VIliv monoacyglycerolu kyseliny undecenové MAG (Cj;.1) na rist gramnega-

tivnich bakterii

Ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi jsou gramnegativni druhy méné citlivé k ptiso-
beni MAG Ci11 ve formé mikroemulze, coz dokumentuji ristové kiivky Escherichia coli
la¢ni Gc¢inek na rast E. coli. Koncentrace 250 pg/ml mirné prodluzuje lag-fazi a hustota
bakterialni suspenze byla po celou dobu kultivace nizsi nez v kontrolnim vzorku. Od kon-

centrace 500 pg/ml vsak byl opét pozorovan zna¢ny antibakterialni u¢inek na rust E. coli.
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Obr. 22. Vliv mikroemulze s MAG (Ci1.1) na rist Escherichia coli.

Ptitomnost mikroemulze s MAG Ci1:1 V médiu potlacovala také rlst dalSich gramnegativ-

nich druhti (Obr. 23). Nejcitlivéjsim gramnegativnim druhem byla Pseudomonas fluo-
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rescens. U této bakterie doslo ke kompletni inhibici ristu v pfitomnosti MAG Cii:q
ty indexu rastu. Z hodnot indexu ristu je patrné, ze vlivem piidavku MAG maji inhibi¢ni
ucinek na bakterie. Pfitomnost MAG v mikroemulzi potlacuje rust bakterii. U bakterii Cit-
robacter freundi, Escherichia coli a Serratia marcescens byla v koncentraci 100 pg/ml
pozorovana stimula¢ni aktivita této mikroemulze. U nékterych druhd byla tato stimulace

rustu velmi vyraznd a index ristu dosahl témér 140 %.
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Obr. 23. Vliv mikroemulze s MAG (C11:1) na rist gramnegativnich bakterii

V case 12 hodin.

8.1.9 Vliv monoacyglycerolu kyseliny laurové MAG (Ci2.0) na rist grampozitivnich

bakterii

Podle dostupné literatury, ktera je sumarizovana v teoretické ¢asti, patii MAG kyseliny
laurové mezi monoacylglyceroly s nejvyssi antibakteridlni aktivitou. Tento MAG byl také
pfidan do kompozice mikroemulze a u¢inek mikroemulze byl studovan na skupiné gram-
pozitivnich bakterii. Na obrdzku €. 24 jsou uvedeny riistoveé kiivky ziskané kultivaci bakte-
rie Bacillus cereus v médiu s pfidavkem mikroemulze s MAG Ci20.Ve vSech koncentra-

cich mikroemulze byla zaznamenana kompletni inhibice riistu B. cereus.
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Obr. 24. Vliv mikroemulze s MAG (Ci2:0) na riist Bacillus cereus.

I dalsi grampozitivni bakterie byly kultivovany v ptfitomnosti mikroemulze s MAG Cizy
V koncentracich 100, 250, 500, 750, 1000, 1250 a 1500 pg/ml. Vypoctené hodnoty indexu
rustu grampozitivnich druhii jsou shrnuty na obrazku ¢. 25. Z hodnot indexu riistu je patr-
né, ze vlivem piidavku MAG Ci2,0 maji mikroemulze inhibi¢ni u¢inek na bakterie velmi
dobry. Index riistu vSech grampozitivnich bakterii ve vSech testovanych koncentracich

MAG Ci2.0 byl nizsi nez 30 %.
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Obr. 25. Vliv mikroemulze s MAG (Ciz.0) na rist grampozitvnich bakterii

V case 12 hodin
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8.1.10 Vliv monoacyglycerolu Kyseliny laurové MAG (Ci2.0) na rist gramnegativnich

bakterii

Monoacylglycerol kyseliny laurové MAG (Ci2:.0) pusobil antibakterialné nejen na grampo-
zitivni bakterie, ale 1 na bakterie gramnegativni. Rastové kiivky ziskané pro Pseudomonas
fluorescens jsou graficky znazornény na obrazku ¢. 26. Z grafu je patrné, ze vSechny testo-
gramnegativni bakterie. Ze studovanych gramnegativnich bakterii byla pravé P. fluo-
rescens nejcitlivéj§im druhem, coz dokumentuje obrazek ¢. 27. Velmi citliva k plisobeni
MAG Ci2 v mikroemulze byla i Escherichia coli a Salmonella enterica. U Serratia mar-
cescens byl pii pouziti koncentrace 250 pg/ml index rustu snizen na 80 %, vyssi koncent-

race vedly k vyraznéjsimu sniZeni indexu rtstu na 10 - 20 %.
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Obr. 26. VIiv mikroemulze s MAG (C12:0) na riist Pseudomonas fluorescens.
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Obr. 27. Vliv mikroemulze s MAG (Ci2:0) na riist gramnegativnich bakterii

V case 12 hodin.
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8.1.11 Vliv monoacylglyceroli na rist Bacillus cereus.

Pro nazornéjsi srovnani uc¢inkd jednotlivych monoacyglycerolii byla vybrana grampozitiv-
ni bakterie Bacillus cereus. Uginky rtiznych MAG byly sledovany v sedmi réiznych kon-
centracich 100, 250, 500, 750, 1000, 1250 a 1500 pg/ml (obrazek ¢. 28). Z grafu je patrné,
ze ze Ctyf studovanych monoacylglyceroli mél nejslabsi inhibi¢ni uéinky MAG kyseliny
laurové kaprinové MAG Cioo. MAG Ci1 ptsobil vyraznou inhibici v koncentraci 500
pug/ml a vyssich. K nejvétsimu snizeni indexu rustu B. cereus doslo po pfidani mikroemul-
ze s MAG Cj111 @ MAG Ci2 do kultivaéniho média. Tyto dva monoacylglyceroly se tedy

zdaji byt velmi dobrymi inhibitory riistu a mnozeni bacilt.

140
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100
80
60
40
20

Index rastu [%]

MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0

Pouzity MAG

M 1500 pg/ml M 1250 pg/ml B 1000 pg/ml H 750 pg/ml
B 500 pg/ml i 250 pg/ml 1100 pg/ml

Obr. 28. Viiv monoacylglycerolii na rist Bacillus cereus.

8.1.12 Vliv monoacylglyceroli na rist Escherichia coli.

Pro srovnani G¢inkii monoacyglycerolii na gramnegativni bakterie byla vybrana bakterie
Escherichia coli. Uginky riznych MAG v sedmi testovanych koncentracich jsou graficky
znazornény na obrazku ¢. 29. Z grafu je na prvni pohled patrné, Ze pro potlaceni ristu
gramnegativnich bakterii jsou potiebné vyssi koncentrace MAG v mlédiu. Monoacylglyce-
rast E. coli stimulovaly. Jedinou vyjimkou byl MAG Ciz:, ktery i v koncentraci 100 pg/ml
zpiisobil mirnou rlstovou inhibici a IR klesl pfiblizné o 10 %. Mikroemulze obsahujici
monoacylglycerol kyseliny laurové MAG Ci2, se stejné jako u B. cereus jevi jako nejucin-

néjsi antibakterialni agens vici E. coli.
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Obr. 29. Viiv monoacylglycerolii na riist Escherichia coli.
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ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo vytvofeni mikroemulzi monoacyglycerolti s pridavkem alko-
holu (butanolu) a sledovani ptipadnych antimikrobnich ucinkd téchto mikroemulzi.
Z monoacyglyceroli byly vybrany MAG kyseliny kaprinové (Cig.0), MAG kyseliny unde-
kanové (Ci10), MAG kyseliny undecenové (Ci1:1) a MAG kyseliny laurové (Ciz). Inhi-
bi¢ni G¢inky vlivem MAG byly testovany na grampozitivnich bakteriich (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus) a na
gramnegativnich bakteriich (Citrobakter freundii, Escherichia coli, Pseudomonas fluo-
rescens, Salmonella enterica, Serratia marcescens). Vysledky experimentalni ¢asti baka-

latské prace lze shrnout do nékolika bodu:

e piidavek mikroemulzi do kultivaéniho média ovliviiuje riist mikroorganizmui

e mikroemulze bez ptidavku monoacylglycerolu potlacuje rtist bakterii a se stoupajici
koncentraci mikroemulze v médiu klesd hodnota indexu rlstu u grampozitivnich 1
gramnegativnivh bakterii

e inhibi¢ni u¢inek mikroemulzi Ize zvysit pridavkem nckterych monoacylglyceroli
do kompozice emulze

e grampozitivni bakterie jsou viici piisobeni mikroemulzi s MAG citlivéjsi nez gram-
negativni druhy

e piidavkem MAG Cip0 do kompozice mikroemulze nebyla zvySena jeji schopnost
potlacit rist mikroorganizmii

e piidavkem MAG Ci1.9, MAG Cj11 @ MAG Cyy se antibakterialni pasobeni mikro-
emulzi zvySuje

e nejvyraznéjSiho inhibi¢niho efektu bylo dosazeno pomoci mikroemulzi obsahuji-

cich monoacylglyceroly kyseliny undecenové a laurové (MAG Ci11a MAG Ci2.0)

U monoacylglyceroli v mikroemulzi byla prokazana schopnost inhibovat rust grampozi-
tivnich 1 gramnegativnich bakterii, které mohou kontaminovat potraviny ¢i kosmetické
produkty. Toto antibakteridlni plisobeni monoacylglycerolli by tedy mohlo byt vyuZzito
potravinaiskym ¢i kosmetickym primyslem pro zajiSténi kvality a bezpecnosti potravin a
kosmetickych prostfedki. Vzhledem k tomu, Ze monoacylglyceroly jsou vSeobecné pova-
zovany za bezpecné z hlediska lidského zdravi a maji 1 emulga¢ni uc¢inky, moZnost jejich

aplikace napf. v potravinafstvi se zda byt slibna.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

napf naptiklad

obj. objemové procenta
tzv. takzvané

popt. popiipadé

tj. to je

VIO voda v oleji

on olej ve vodé

MAG monoacylglycerol
DAG diacylglycerol
TAG triacylglycerol
HLB hydrofilné-lipofilni rovnovaha
MK mastnd kyselina

Ca(OH), hydroxid vapenaty

Zn0O oxid zine¢naty

NaOH hydroxid sodny

KOH hydroxid draselny

G grampozitivni

G gramnegativni

lat. latinsky

MPB masopeptonovy bujon
BE masovy extrakt

NaCl chlorid sodny

CCM Ceska sbirka miroorganizmii
BC Bacillus cereus

BS Bacillus subtilis
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EF
ML
SA
CF
EC
PF
SE
SM
EHEC
EIEC
EPEC
ETEC

EAgQEC

Enterecoccus facealis
Mikrococcus luteus
Staphylococcus aureus
Citrobacter freundi
Escherichia coli
Pseudomonas fluorescens
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Enterohemoragické kmeny
Enteroinvazivni kmeny
Enteropatogenni kmeny
Enterotoxigenni kmeny

Enteroagregativni kmeny
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