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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva protimikrobnimi tc¢inky N-oktylpyrrolidonu vici
potravinaisky vyznamnym druhiim mikroorganismi, piedev§im proti laktobacilim
a laktokokiim, bézn¢ vyuzivanych v potravinatském primyslu. Byla zjiStovana minimalni
inhibi¢ni koncentrace N-oktylpyrrolidonu vici témto mlékatskym kulturdm, a to metodou
v tekutych zivnych médiich a na agarovych zivnych ptdach. Bylo provedeno srovnani a

vyhodnoceni téchto dvou metod.

Bylo prokazano, ze N-oktylpyrrolidon ma protimikrobni vlastnosti vii¢i testovanym
kulturam. Koncentrace N-oktylpyrrolidonu, potiebna k tiplné inhibici riistu mikrobidlnich
kultur, byla v tekutém médiu (aZ na kulturu Pediococcus sp. CCDM 396) vzdy vétsi nebo

stejna neZ na agarové zivné pudé.

Klic¢ova slova: N-oktylpyrrolidon, minimélni inhibi¢ni koncentrace

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with antimicrobial effects of N-octylpyrrolidone against
microbial species important in foodstuff industry, especially against lactobacilli and
lactococci commonly used in the dairy industry. I was determined minimal inhibitory
concentrations of N-octylpyrrolidone against dairy strains using two methods — under
cultivation in liquid nutrient broth and on nutrient agar media. The results obtained by the

methods were evaluated and a comparison of both methods was performed.

It was found that N-octylpyrrolidone possesses antimicrobial activity against most
test strains. The concentrations of N-octylpyrrolidone, required for complete inhibition of
the strains growth, were in liquid nutrient broth always higher or equal than those obtained

on the nutrient agar media, excepting the results in strain Pediococcus sp. CCDM 396.

Keywords: N-octylpyrrolidone, minimal inhibitory concentration
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UvVOD

Pouzivani spravnych Cisticich a dezinfekcnich ptipravkil v potravinaistvi ma velky
vyznam pii zabezpeCeni hygienické urovné celé vyroby a tim i dosdhnuti hygienické
nezavadnosti potravin. Vzhledem k velké rozmanitosti mikroorganismi v prostiedi je stale
potteba hledat nové typy dezinfekénich ptipravkii. Obecné se doporucuje stiidat
dezinfekéni prostiedky s riiznymi chemickymi skupinami, aby se tak zabranilo vzniku

rezistence mikroorganismil na ¢asto pouzivané Cistici a dezinfek¢ni prostiedky.

N-oktylpyrrolidon patfi mezi méné zndmé latky ze skupiny alkylpyrrolidonti a ma
jisté protimikrobni ucinky. Diky jeho chemické stabilité, nekorozivnim a smacivym
vlastnostem je N-oktylpyrrolidon potencionalné pouzitelny jako soucést Cisticich a
dezinfekénich prostiedkli. Nicméné jeho protimikrobni vlastnosti byly doposud ovéieny
pouze proti omezené Skale mikroorganismd, tudiz je tfeba ovérit ucinnost 1 proti bakteriim

mlééného kvaseni.

Bakterie mlécného kvaSeni jsou velmi vyznamnymi mikroorganismy vyuzivané
v potravinafstvi. Pokud se ale ov§em vyskytnou tam, kde nemaji, mohou se pii vyrobé¢
snadno stat vyznamnymi kontaminanty. Bakterie mlééného kvaSeni jsou nejvétSimi
kontaminanty v pivovarnické a vinafské vyrobé, kde zpiisobuji kazeni a znehodnoceni
produkti. Ztohoto diivodu se naplni bakalatské prace stalo ovéfeni uUCinnosti

N-oktylpyrrolidonu viici bakteriim mlééného kvaseni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 N-OKTYLPYRROLIDON

N-oktylpyrrolidon (NOP), také jinak 1-oktyl-2-pyrrolidon nebo 1-oktylpyrrolidon.
Sumarnim vzorcem C;;H;3sNO [1]. NOP je znamy pod obchodnim néazvem

Surfadone® - LP 100 [2].

1.1 Vlastnosti

NOP je substituovana heterocyklicka organickd sloucenina [4]. Je to bezbarva az
nazloutla kapalina s &pavkovym zapachem. Jeho molekulova hmotnost je 197,32 g.mol™,
relativni hustota 0,92 g.cm™ pii 20 — 25°C a bod varu se pohybuje v rozmezi 306 — 307°C
[3]. Bod vzplanuti je 142°C v uzavieném kelimku [1]. OvSem druhy zdroj uvadi bod
vzplanuti jiz pti 113°C [4]. NOP je rozpustny v organickych rozpoustédlech i ve vodé.
Rozpustnost ve vodé je viak vyrazné nizsi, udava se 1,36 g.I'! pii 20°C [4]. NOP patii mezi
povrchové aktivni latky diky delokalizovanym eletronim v laktamovém kruhu. Dokéze
sniZit povrchové napéti vody 1 pii nizkych koncentracich [2]. Jeho hydrofilné — lipofilni
rovnovaha se rovna 6 [5]. Je chemicky stabilni pti dodrzeni skladovacich podminek, av§ak

nesmi se misit se silnymi oxida¢nimi ¢inidly [1].

Obr. 1. Chemicka struktura N-oktylpyrrolidonu.
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1.2 Toxicita

Testy toxicity byly provadény na kralicich a krysach. U kralika doslo k silnému
drazdéni o¢i a u krys k patologickym zménam v zazivacim traktu. Akutni toxicita,
vyjadiena hodnotou LDsy, byla u krélika pii dermalni expozici stanovena na >2000 mg.kg™
a u krysy LDs pfi oralni expozici 2050 mg.kg™ [1]. LDs (stfedni letalni davka) je davka
latky, kterd je smrtelna pro 50% testovanych organismi [6]. Test in vitro na mutagenitu
v zarodecnych bunkach u S. typhimurium byla negativni [1]. NOP je zirava latka a mize
poleptat kzi, o¢i 1 dychaci cesty [3]. Mutagenita a karcinogenita pro lidsky organismus
nebyla prokdzéna. Byla zjiSténa toxicita pro vodni organismy s dlouhodobymi
nepfiznivymi U€inky [1]. U NOP nebyly prokazany biokumulativni G¢inky a v urcitych

koncentracich je snadno biologicky odbouratelny [4].
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2 POUZITIi NOP

Pyrrolidon a jeho derivaty se pouzivaji jako meziprodukty pro syntézu agrochemikalii
[7], 1€Civ, v textilnim pramyslu, jako rozpoustédla, do specidlnich inkoust a natérovych
hmot [8]. NOP miize také slouzit jako rozpoustédlo pro polymerni latky a jako
meziprodukt pii vyrob¢ elektroniky [4]. Nékteré alkylované pyrrolidony jsou také vhodné
k dezinfekci kontaktnich Cocek, kdy jsou pfidavany k chlorhexidin glukonatu. Vyhodou
jsou alkylové skupiny s osmi, deseti nebo dvanacti atomy uhliku, tedy —oktyl, —decyl nebo
—dodecyl. Takové alkylpyrrolidony mohou byt pouzity ve formé roztokd anebo jsou
k dispozici v podob¢ vodorozpustnych tablet [9]. Dokdze také zvySovat propustnost pro
transdermalni podavani 1éCiv a je soucdst pesticidi [10,11]. NOP miiZze byt potencidlné
pouzit pro extrakci nékterych antibiotik, jako je naptiklad rifampicin, penicilin V a

tetracyklin [5], nebo pouzit jako efektivni zmékéova¢ PVC [12].
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3 PROTIMIKROBNI VLASTNOSTI NOP A LATEK STRUKTURNE
BLIZKYCH

Protimikrobni vlastnosti NOP a jinych latek jsou obvykle vyjadfovany formou tzv.
minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC). Jsou to hodnoty, které umoziuji srovnavani
ucinnosti riznych latek, aktivnich vii¢i mikroorganismiim, a umoziuji nastaveni prakticky
aplikovanych koncentraci.

fv v

¢inidla, ktera viditeln€ inhibuje rist ur¢itého mikroorganismu v daném zkuSebnim obdobi.

Tyto testy jsou v bakteriologii zavedeny jako nejbéznéjsi zptisob stanoveni MIC [13].

Antimikrobni vlastnosti NOP jsou ¢aste¢né popsany v patentové literatuie. Nejprve
Gu et al. [9] ohlasil letalni ucinek NOP vuci Candida albicans, v koncentracich 500 az
1000 mg.I"". Pozdgji prokézal antimikrobni vlastnosti NOP také Kabra [14], ktery zjistil, e
NOP v koncentraci 500 mg.l"', doplnény o 18 g1 propylenglykolu, dokaZe usmrtit jak
gramnegativni, tak i grampozitivni bakterie béhem 6 hodin a Candida albicans béhem 7

dni.

Pouziti podobné heterocyklické latky, avSak sdelSim alkylovym fetézcem
(N-dodecylpyrrolidonu), vyuZitelné jako primyslovy mikrobicid a konzervacni latka, bylo
patentovano vroce 1993 [15]. Vuvedeném patentu je dokladovéno, Ze
N-dodecyl-2-pyrrolidon vykézal minimalni inhibi¢ni koncentraci 1000 mg.l' vadi
Enterobacter aerogenes a 32 mg.I"' pro Aspergillus niger. Dv& dalii studie byly zaméteny
na zkoumdni jinych derivath pyrrolidonu. Prvni znich byla zaméfena na ptipravu a
testovani chlorovaného N-dodecyl-N-hydroxypyrrolidonu a vysledky byly publikovany
Demberelnyambou et al. [16]. Autofi zjistili, ze MIC této latky pro Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis a Chlorella regularis je 8, 16, 4 a 8 mg.l”,
v daném potadi. Podobn¢ Saurav a Kannabiran [17] popsali u¢inek 5-(2,4-dimethylbenzyl)
pyrrolidinonu viici lidskym patogentim a zjistili, Ze gramnegativni bakterie byly citlivéjsi
nez grampozitvni kmeny. MIC pro Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae byla 187 a
220 mg.l", v daném poradi, zatimco MIC pro Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis
byly podstatnd vyssi (>1000 a 850 mgl', vdaném poradi). Nicméng,
5-(2,4-dimethylbenzyl) pyrrolidinon vykazoval silny ucinek vaci Aspergillus niger, kdy
byla zji§téna hodnota MIC 1 mg.I"' [17].
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4 PROTIMIKROBNI VLASTNOSTI NOP STUDOVANE NA FT UTB
VE ZLINE

Studium protimikrobnich vlastnosti NOP (1-oktyl-2-pyrrolidonu) viici cCistym
bakteridlnim kulturAm probihalo na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi,

Fakulty technologické ve Zling, v rdmci diplomové prace Jana Salace v roce 2015.

Vuci Cistym bakteridlnim kulturdm byly stanoveny hodnoty minimalni inhibi¢ni
koncentrace metodou sledovani rustu kultur v Zzivhém médiu v 96 jamkovych
mikrotitracnich desti¢kach, s odstupnovanymi koncentracemi sledované latky, ptipadné jeji

smési. Stanoveni MIC a MBC (minimalni baktericidni koncentrace) probihalo s pouzitim

Ctyf grampozitivnich a ¢tyf gramnegativnich kultur [18].

Stanovené hodnoty MIC a MBC jsou uvedeny v nasledujici tabulce v mg.1™.

Tab. 1. Tabulka stanovenych hodnot MIC a MBC viici testovanym kulturam.

Mikrobialni kultura MIC [mg.I''] MBC [mg.l"]
Grampozitivni
Staphylococcus aureus CCM 3953 250 250 - 500
Enterococcus faecalis CCM 4224 250 250
Rhodococcus erythropolis FR6 100 100

Bacillus subtilis CCM 2216
100 >1000
(prekultivovany 72 hodin)

Bacillus subtilis CCM 2216
100 100
(prekultivovany 20 hodin)
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Gramnegativni
Escherichia coli CCM 3954 500 500
Klebsiella pneumoniae CCM 4416 250 500
Pseudomonas aeuruginosa CCM
>2000 >2000
3955

Pseudomonas sp. MP11 >1000 >1000
Pseudomonas fluorescens MS1 >1000 >1000

Hodnoty MIC a MBC se (aZ na vysledek u Klebsiella pneumoniae) shodovaly, coz

také ukazuje na vyssi ucinnost NOP inhibovat bakterie. Mezi testovanymi mikroorganismy

prokazaly vysokou schopnost odolavat NOP bakterie rodu Pseudomonas. Kromé kultury

Pseudomonas aeuruginosa CCM 3955 byly na toxicitu NOP zkoumany také kultury

Pseudomonas aeuruginosa FT1, FT2 a FT4, Pseudomonas fluorescens MS1 a

Pseudomonas putida FR3, a 1 tyto kultury prokazaly schopnost odolavat koncentraci NOP

1gl™.

Pozornost byla vénovana sporulujici bakterii Bacillus subtilis CCM 2216, ktera byla

pouzita po dvoji prekultivaci, a to 20 a 72 hodin. Kultura prekultivovana 72 hodin

prokazala velkou schopnost odoldavat i vysokym koncentracim NOP oproti kultufe

prekultivované jen 20 hodin [18].
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5 POTRAVINARSKY VYZNAMNE DRUHY MIKROORGANISMU

Prace byla zaméfena na zkoumani ucinku NOP vic¢i béznym zastupciim mlécnych

bakterii, vyuzivanych v potravinafstvi, a to predevsim v mlékarenském primyslu.

5.1 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni, chemoorganotrofni, nesporulujici,
kataldza-negativni mikroorganismy se striktn¢ fermentativnim typem metabolismu. Ve
vztahu ke kysliku jsou anaerobni nebo mikroaerofilni, vétSina laktobacili je vSak ke

kysliku znaéné tolerantni [19,20].

Zkvasuji glukozu a laktézu a hlavnim produktem této fermentace je kyselina mlécna
nebo jeji smés s kyselinou octovou, ethanolem a oxidem uhli¢itym. Nachézeji se ve
fermentovanych rostlinnych i zivo¢isnych materialech a produktech. V hojném mnozstvi

se vyskytuji 1 v travicim traktu zvifat a lidi.

Teplotni rozmezi pro rist rodu Lactobacillus je Siroké, kdy se pohybuje od 15°C do
45°C. Termofilni druhy tohoto rodu pteziji i teploty 55°C.

Optimalni pH pro rod Lactobacillus je 4,5 az 6,4. Hodnoty teplot i pH zavisi na
druhu mikroorganismu. Laktobacily mohou rist i v prostiedi s pH pod 5.0, zejména pokud

jsou adaptované na podminky napf. v pivu [21].

Laktobacily jsou pomérné ndrocné na Ziviny v kultivaénim médiu. Kromé glukozy

také vyzaduji pfitomnost aminokyselin, nukleotidd, peptidl a nékterych vitamint.

V potravinafstvi se laktobacily vyuzivaji z toho diivodu, Ze kyselina mlé¢na snizuje
pH prostfedi a tim zamezuje mnoZeni hnilobnych a patogennich mikroorganismu.
V mlékdrenském primyslu se pouzivaji hlavné Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lactobacillus acidophillus a Lactobacillus casei.

Bakterie rodu Lactobacillus se kromé stfevniho traktu vyskytuji i ve volné ptirod¢ a
v disledku toho jsou i Castou soucasti potravy. Bylo popsano celkem asi 128 druhil rodu

Lactobacillus, ze kterych je n€kolik vyuzivano pro své probiotické vlastnosti [22].
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Laktobacily mtizeme rozd¢lit podle toho, jakym zpisobem zkvasuji glukézu a to na:

1) obligatn¢ homofermentativni, kdy je gluk6éza zkvaSovdna pouze na kyselinu
mlécnou (L. acidophilus, L. delbrueckii, L. salivarius)

2) fakultativné heterofermentativni, kdy je glukoza zkvasovana na kyselinu mlécnou,
kyselinu octovou a na plyn z glukonatu (L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus)

3) obligatné heterofermentativni, kdy je gluk6za zkvasovana na kyselinu mlé¢nou,

ethanol a oxid uhlicity. (L. brevis, L. kefir, L. fermentum) [23].

Pro stanoveni poctu bakterii rodu Lactobacillus se pouziva diagnosticka zivna pida

MRS (de Man Rogosa Sharpe agar) [24].

5.2 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus, jinak také oznaCovan jako mlécnd skupina rodu Streptococcus,
zahrnuje fadu zastupcil, jako napt. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. hordinae, Lactococcus raffinolactis,

Lactococcus garvieae a Lactococcus plantarum.

Laktokoky jsou grampozitivni bakterie, které se vyskytuji v pfirod€. Jsou casto
pouzivany v produkci syrt. Lactococcus lactis kolonizuje jako jeden z prvnich stievo

novorozence, tvori vitamin K a bakteriociny [25].

Pro kultivaci mléénych kokt se pouziva diagnosticka zivna pada M17 [24].

5.3 Rod Streptococcus

Rod  Streptococcus  patiti mezi  grampozitivni, fakultativné  anaerobni
mikroorganismy. Buniky jsou kulaté nebo vejcovité. Vyskytuji se v parech nebo fetizkach

(dlouhych i kratkych) a vétSinou jsou nepohyblivé.

Jejich Uc¢inek spociva ve fermentaci sacharidii, a to hlavné na kyselinu mlé¢nou.
Neékteré druhy rodu Streptococcus fermentuji i1 organické kyseliny a aminokyseliny.

Nevyznacuji se redukci dusi¢nanti na dusitany.

Teplotni optimum pro rust rodu Streptococcus je 37°C, s vyjimkou termofilniho

poddruhu Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Rod zahrnuje druhy pro c¢lovéka komenzalni, oportunné patogenni i patogenni.

Saprofytické se vyskytuji v pfirodé a v potravinidch a pravé v potravinaiském pramyslu
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maji vyznamné vyuziti. Nékteré z téchto druhti jsou vsak jiz v soucasné dobé zahrnuty do

novych rodd Lactococcus a Enterococcus.

Pro zastupce rodu Streptococcus jsou charakteristické vysoké naroky na ziviny. Pro

svj rist potfebuji kromé glukézy 1 aminokyseliny, peptidy, pyrimidiny a vitaminy [25].

5.4 Rod Pediococcus

Rod Pediococcus patii mezi grampozitivni koky. Nesporulujici stejnomérné koky se
vyskytuji samostatné, v parech nebo ve dvou rovinach s pravymi Ghly vytvatejici tetrady.
Tyto tetrady mohou byt hiife pozorovatelné a ¢asto jsou zaznamenavany pouze pary nebo

nepravidelné shluky.

Pediokoky patii mezi fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni a nepohyblivé
mikroorganismy. Vyznacuji se fermentativnim metabolismem, kdy S$tépi sacharidy na

kyselinu mlé¢nou. Jsou c¢asto schopny produkovat bakteriociny.
Vyskytuji se v rostlinném materialu, mléku, masu a rybach. Pouzivaji se pii vyrobé
fermentovanych potravin.

Rod Pediococcus roste pti pH 4,2 az 8,0 a kultivace probihd pfi optimalni teploté

kolem 41°C. Ke kultivaci se vyuziva Zivné médium M17 [26].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 VYBER MIKROBIALNICH KULTUR

V bakalarské praci byly k testovani pouzity bézné mikrobidlni kultury. Kultury
oznacené CCDM (Culture Collection of Dairy Microorganisms) byly ziskany ze Sbirky
mlékarskych ~ mikroorganismu Laktoflora® v Praze a  uchovavany v
mikrobiologické laboratofi Ustavu inZenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi, Fakulty

technologické.

Pouzité mikrobidlni kultury:

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 48
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 823

Streptococcus thermophilus CCDM 126

Streptococcus thermophilus CCDM 128

Pediococcus sp. CCDM 396

Lactobacillus rhamnosus CCDM 157

Lactobacillus plantarum CCDM 375

Lactobacillus plantarum CCDM 381

Lactobacillus rhamnosus CCDM 148
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7 POUZITA ZIVNA MEDIA A PRISTROJOVE VYBAVENI

7.1 Chemikalie a Zivna média
Chemikaélie:

1—oktyl-2—pyrrolidon (Sigma Aldrich)
Zivna média:

MRS médium (MERCK, Némecko)

Slozeni (na 1 litr vody):

10 g peptonu; 4 g kvasni¢ného extraktu; 8 g masového extraktu; 20 g glukédzy; 2 g
hydrogenfosfore¢nanu draselného; 5 g octanu sodného; 2 g citronanu amonného; 0,2 g

siranu hote¢natého; 0,05 siranu manganatého; 1 g Tween 80.
Vysledné pH pii 25°C je 5,7+0,2.

M17 médium (Hi-Media, Francie)

SloZeni (na 1 litr vody):

2,5 g hydrolyzat kaseinu, 2,5 g peptonu, 5 g s6jového peptonu, 2,5 g kvasni¢né¢ho
extraktu, 5 g masového extraktu, 0,5 g kyseliny askorbove, 0,25 g siranu hotfecnatého, 5 g

laktozy, 19 g glycerofosfatu sodného.

Vysledné pH piti 25°C je 7,1+01.

7.2 Pristrojové vybaveni

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci byly pouzity néasledujici ptistroje

a vybaveni:

Aseptické boxy Telstar BIO-II-A a Thermo — Scientific MSC 1.2; anaerostat SL — shel
lab s atmosférou CO; s teplotou 30°C, Spektrofotometr Tecan SUNRISE pro 96 jamkové
mikrotitracni desticky a bézné laboratorni vybaveni pro

mikrobiologickou praci.
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8 POSTUPY TESTU PRO ZJISTENI MINIMALNI INHIBICNI
KONCENTRACE NOP

Stanoveni minimdalni inhibi¢ni koncentrace 1-oktyl-2-pyrrolidonu vici laktobacilim a
laktokokiim bylo provedeno v mikrotitra¢nich destickach a na pevnych zivnych médiich.

Pro testovani laktobacilti bylo pouzito MRS médium a pro laktokoky M17 médium.

8.1 Priprava tekutych médii a pevnych médii

Navazka média MRS byla dle ndvodu rozpuSténa v 1000 ml destilované vody a
dokonale promichana. Poté bylo médium rozplnéno po 18 ml do 8 lahvicek o objemu 100
ml a sterilovano v autoklavu. Zbylé médium bylo rozplnéno po 100 ml do 8 lahvi o objemu
250 ml a do kazdé lahve bylo pfidano 1,8 g agaru. Pfiprava média M17 probihala
analogicky.

Po sterilizaci byl asepticky ptfidan sterilni koncentrovany NOP dle rozpisu

uvedeného nize.

Do jednotlivych 18 ml davek tekutého MRS a M17 bujonu byl asepticky piidan

NOP, &imz vznikly nize uvedené koncentrace NOP v mg.1":
0 mg.I'": do 18 ml MRS a M17 bujonu nebyl pfidan NOP

50 mg.I"' do 18 ml MRS a M17 bujonu ptidano 1,08 pl NOP
100 mg.I"" do 18 ml MRS a M17 bujonu pfidano 2,17 ul NOP
175 mg.I" do 18 ml MRS a M17 bujonu piidano 3,8 pl NOP
250 mg.I" do 18 ml MRS a M17 bujonu piidano 5,4 pl NOP
375 mg.1" do 18 ml MRS a M17 bujonu piidano 8,1 ul NOP
500 mg.1" do 18 ml MRS a M17 bujonu piidano 10,8 pul NOP

750 mg.I"' do 18 ml MRS a M17 bujonu piidano 16,2 ul NOP
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Do agarovych MRS a M17 byl rovnéz po sterilizaci a ochlazeni na 55°C asepticky
pfidan NOP. Po dokonalém rozmichani byla kazda davka rozlita na 6 Petriho misek.

Vznikly tak koncentrace NOP v mg.1™":

0 mg.I": do 100 ml MRS a M17 agaru nebyl pridan NOP

50 mg.1": do 100 ml MRS a M17 agaru pfidano 5,4 ul NOP
100 mg.I": do 100 ml MRS a M17 agaru ptidano 10,8 ul NOP
175 mg.I"": do 100 ml MRS a M17 agaru pfidano 18,9 pl NOP
250 mg.I": do 100 ml MRS a M17 agaru piidano 27 ul NOP
375 mg.1": do 100 ml MRS a M17 agaru piidano 40,5 pul NOP
500 mg.1": do 100 ml MRS a M17 agaru piidano 54 ul NOP

750 mg.I"': do 100 ml MRS a M17 agaru piidano 81 ul NOP
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9 POSTUPY TESTU A SROVNANI TESTOVANI V TEKUTYCH
MEDIICH A NAAGAROVYCH ZIVNYCH PUDACH

9.1 Testovani v tekutych médiich

Byly pfipraveny suspenze zkoumanych mikrobialnich kultur ve fyziologickém

roztoku s hustotou inokula 2. stupné¢ McFarlandovy stupnice.

Pro kazdou kulturu byla pfipravena jedna mikrotitracni desti¢ka, kde v fadcich bylo
napipetovano 180 ul MRS (M17) bujonu se zvysujici se koncentraci NOP. Do prvnich tii
sloupcti (1, 2, 3) bylo zaockovano 20 pl suspenze zkoumané kultury a do poslednich dvou
sloupct (11, 12) suspenze zkoumané kultury zaoCkovana nebyla. Slouzily jako kontrola

sterility, misto inokula byl do jamek davkovan sterilni fyziologicky roztok.

Tab. 2. Rozpis koncentraci NOP v bujonu v mg.1" v mikrotitra¢ni desti&ce.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0
B 50 50 50 50 50
C 100 | 100 | 100 100 | 100
D 175 | 175 | 175 175 | 175
E | 250 | 250 | 250 250 | 250
F 375 | 375 | 375 375 | 375
G | 500 | 500 | 500 500 | 500
H | 750 | 750 | 750 750 | 750

Inkubace mikrotitraéni desticky probihala v termostatu pii 30°C, 5 dnt,
v anaerobnich podminkach. Po ukonceni inkubace byla mikrotitracni desticka
zkontrolovana jak vizudlng, tak prométfenim v spektrofotometru, kde byla odectena
absorbance pfi vlnové délce 600 nm. Jako minimalni inhibi¢ni koncentrace byla odectena
hodnota nejniZs§i koncentrace NOP, pfi které jiz nedochéazelo k riistu mikroorganismu ve

vSech trech paralelnich jamkéch.
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9.2 Testovani na agarovych pudach

Kazda kultura z ptipravenych suspenzi, které byly pouzity pro ockovani desticek, byly
nao&kovany sterilni o¢kovaci klickou na povrch viech MRS a M17 agari (0 — 750 mg.1™).
Byl proveden roztér na polovin¢ misky. Misky se inkubovaly spolecné s mikrotitracnimi
destickami v termostatu pfi 30°C, 5 dnl, v anaerobnich podminkach. Jako minimalni

cvwr

nedochazelo k viditelnému ristu mikroorganismu na zivném médiu.
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10 VYSLEDKY ZJISTENYCH HODNOT MIC

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace NOP v tekutém médiu bylo provedeno po

promé&ieni rustu kultur spektrofotometrem a po vizualni kontrole (tvorba zékalu), a to tak,

v

zivnych ptd byla minimalni inhibi¢ni koncentrace NOP stanovena vizualné (viditelny rist

mikroorganismil nenastal).

10.1 Vysledky hodnot MIC zjisténé v tekutém médiu

Tab. 3. Vizudlni stanoveni MIC u Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

CCDM 48 v mikrotitraéni desti¢ce.

Kontrola

sterility

Koncentrace

NOP [mg."] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

0 + + + - -

50 + + + - -

100 + + + - -

175 + + + - -

250 + + + - -

375 - - - - -

500 - - - - -

750 - - - - -

+ zakal - bez zakalu
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Obr. 2. Rist kultury Lactococcus

lactis subsp. lactis  biovar

diacetylactis CCDM 48.
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Tab. 4. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactococcus lactis subsp. lactis biovar

diacetylactis CCDM 48 v mikrotitra¢ni desticce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
. 1 2 3 4 | 5 6|7/ 81]9 |10 11 12
NOP [mg.I'']
0 0,478 | 0,726 | 0,671 0,106 | 0,105
50 0,705 | 0,661 | 0,733 0,106 | 0,092
100 0,1 |0,382 10,467 0,101 | 0,112
175 0,5 10,459 0,434 0,102 | 0,102
250 0,296 | 0,222 | 0,366 0,092 | 0,097
375 0,105 | 0,098 | 0,108 0,101 | 0,111
500 0,1 0,11 | 0,097 0,099 | 0,096
750 0,095 |0,121 | 0,1 0,091 | 0,107

Kultura Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 48 tvoftila
jemny zakal. Jako MIC byla odeétena hodnota 375 mg.I". Vizualni i spektrofotometrické

vyhodnoceni se shodovalo. Kontrola sterility byla bez riistu.
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Tab. 5. Vizualni stanoveni MIC u Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 823

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola

sterility

Koncentrace

NOP [mel') 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 10 | 11 | 12
0 + + + - -

50 + + + - _

100 + + + - -

175 + + + - -

250 - - - - -

375 - - - - -

500 - - - - -

750 - - - - -

+ zakal - bez zékalu

Obr. 3. Rust kultury Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 823.
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Tab. 6. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM

823 v mikrotitracni desticce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
. 1 2 3 4 | 5 6 10 11 12
NOP [mg.l"']
0 0,847 | 0,664 | 0,772 0,087 | 0,105
50 0,765 | 0,573 | 0,821 0,079 | 0,102
100 N 0,385 ] 0,461 0,104 | 0,092
175 0,574 N N 0,091 | 0,089
250 0,098 | 0,093 | 0,083 0,091 | 0,123
375 0,102 | 0,104 | 0,102 0,101 | 0,092
500 0,092 | 0,1 |0,097 0,095 | 0,092
750 0,115]0,111 0,114 0,097 | 0,088

N — nehodnoceno

Kultura Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 823 tvofila jemny zakal.

V jamce 1C, 2D a 3D doSlo pravdépodobné ke kontaminaci, nebot’ charakter zakalu média

vubec neodpovidal ostatnim jamkam s rostouci kulturou, tudiz se hodnoty nebraly v potaz.

Kontaminace nam vSak nijak neovlivnila vysledky. Jako MIC byla ode¢tena hodnota 250

mg.I"". Vizualni i spektrofotometrické vyhodnoceni se shodovalo. Kontrola sterility byla

bez rustu.
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Tab. 7. Vizudlni stanoveni MIC u Streptococcus thermophilus CCDM 126 v mikrotitra¢ni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
1 2 3 4 5 6 7 10 11 12

NOP [mg.I'']

0 + |+ |+ - -
50 + + + - -
100 + + + - -
175 + + + - -
250 + + + - -
375 - - - - -
500 - - - - -
750 A - -

+ zakal

- bez zakalu

Obr. 4. Rust  kultury
Streptococcus  thermophilus

CCDM 126.
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Tab. 8. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Streptococcus thermophilus CCDM 126

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
) 1 2 3 4 | 5|6 | 7| 8|9 |10 11 12
NOP [mg.l"']
0 1,312 | 1,516 | 1,424 0,074 | 0,092
50 1,421 | 1,443 | 1,343 0,087 | 0,105
100 1,481 | 1,485 | 1,594 0,079 | 0,102
175 1,609 | 1,268 | 1,534 0,08 | 0,097
250 1,43 | 1,523 | 1,469 0,092 | 0,087
375 0,104 | 0,107 | 0,105 0,097 | 0,093
500 0,106 | 0,099 | 0,1 0,09 | 0,083
750 0,098 | 0,097 | 0,1 0,096 | 0,097

Kultura Streptococcus thermophilus CCDM 126 tvofila velmi silny zakal a
sediment s bilym povlakem na povrchu. Jako MIC byla odedtena hodnota 375 mg.l™.

Vizualni i spektrofotometrické vyhodnoceni se shodovalo. Kontrola sterility bez ristu.
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Tab. 9. Vizudlni stanoveni MIC u Streptococcus thermophilus CCDM 128 v mikrotitra¢ni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
NOP [mg.I"] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
0 + + + - -
50 + + + - -
100 + + + - -
175 + + + - -
250 + + + - -
375 - - - - -
500 - - - - -
750 - - - - -
+ zakal - bez zékalu

Obr. 5. Rast kultury Streptococcus thermophilus
CCDM 128.
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Tab. 10. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Streptococcus thermophilus CCDM 128

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
L 1 2 3 4 | 516|789 |10 11 12
NOP [mg.l"']
0 0,614 | 0,654 | 0,707 0,089 | 0,077
50 0,639 | 0,734 | 0,609 0,095 | 0,075
100 0,604 | 0,312 | 0,352 0,104 | 0,092
175 0,311 | 0,511 | 0,554 0,091 | 0,089
250 0,094 | 0,101 | 0,098 0,091 | 0,123
375 0,093 | 0,095 | 0,091 0,092 | 0,107
500 0,097 | 0,101 | 0,099 0,089 | 0,084
750 0,096 | 0,1 | 0,097 0,09 | 0,085

Kultura Streptococcus thermophilus CCDM 128 tvoftila vlockovity sediment. Jako
MIC byla vizudlné odedtena hodnota 375 mgl”', ale MIC odedtend pomoci
spektrofotometrického vyhodnoceni byla 250 mg.1". Z vizualniho hodnoceni je vsak jasné
vidét, ze kultura pii koncentraci 250 mg.l'1 sediment tvofila, ale spektrofotometr jej
nezaznamenal, diky okrajovému rastu v jamkach fadku E. Za spravnou hodnotu MIC je tak

nutno povazovat 375 mg.I". Kontrola sterility bez ristu.
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Tab. 11. Vizudlni stanoveni MIC u Pediococcus sp. CCDM 396 v mikrotitra¢ni desticce.

Kontrola

sterility

Koncentrace

NOP [mg."] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10 | 11 | 12
0 + + + - -

50 + + + - -

100 + |+ - -

175 + + + - -

250 + + + - -

375 + |+ |+ -] -

500 - - - - -

750 - - - - -

+ zakal - bez zékalu

Obr. 6. Rust kultury Pediococcus
sp. CCDM 396.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Tab. 12. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Pediococcus sp. CCDM 396 v mikrotitracni

desticce.
Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
L 1 2 3 4 | 5 6 | 7| 81910 11 12
NOP [mg.l"']
0 0,586 | 0,304 | 0,314 0,08 | 0,097
50 0,393 | 0,33 | 0,366 0,092 | 0,087
100 0,279 | 0,129 | 0,201 0,097 | 0,093
175 0,192 | 0,195 | 0,14 0,09 | 0,083
250 0,13 | 0,094 | 0,088 0,096 | 0,097
375 0,117 | 0,1 | 0,088 0,077 | 0,097
500 0,118 | 0,096 | 0,087 0,089 | 0,086
750 0,106 | 0,11 | 0,109 0,083 | 0,073

Kultura Pediococcus sp. CCDM 396 tvoftila jemny sediment, ktery byl soustfedén
k okraji, pravdépodobné diky mirné¢ naklonéné destiCce pii kultivaci. Jako MIC pii
vizualnim  stanoveni byla odedtena hodnota 500 mgl'. Stanoveni MIC
spektrofotometricky nebylo mozZné, diky nepfesnému proméfeni nepravidelného

sedimentu. Tudiz bylo upfednostnéno vizualni hodnoceni. Kontrola sterilita bez rtstu.
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Tab. 13. Vizualni stanoveni MIC u Lactobacillus rhamnosus CCDM 157 v mikrotitra¢ni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
NOP [mg."] 1 2 3 4 5 6 7 10 | 11 | 12
0 + + + - -
50 + + + - i
100 + + + - -
175 + + + - -
250 + + + - -
375 + + + - -
500 + + + - -
750 + + + - -
+ zakal - bez zakalu

Obr. 7. Rast  kultury

Lactobacillus rhamnosus

CCDM 157.
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Tab. 14. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactobacillus rhamnosus CCDM 157

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
. 1 2 3 4 | 516 | 78910 11 12
NOP [mg.l"']
0 1,413 | 1,434 | 1,439 0,176 | 0,19
50 1,419 | 1,432 | 1,423 0,089 | 0,086
100 1,353 | 1,36 | 1,348 0,165 | 0,177
175 1,069 | 1,141 | 1,124 0,18 | 0,17
250 1,06 | 1,039 | 1,085 0,165 | 0,158
375 0,849 | 0,937 | 0,801 0,168 | 0,174
500 0,339 | 0,336 | 0,318 0,169 | 0,166
750 0,425 | 0,484 | 0,48 0,169 | 0,167

Kultura Lactobacillus rhamnosus CCDM 157 tvofila silny zdkal. V ramci
testovanych koncentraci nebyla hodnota MIC stanovena, je tedy vy$si nez 750 mg.1". Od
hodnoty 375 mg.I" sice dochazelo k viditelnému slabnuti intenzity ristu kultury, aviak
1 pfi nejvyssi pouzité koncentraci byly hodnoty zékalu vyrazné vys$si neZ hodnoty kontrol.

Kontrola sterility byla bez rustu.
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Tab. 15. Vizualni stanoveni MIC u Lactobacillus plantarum CCDM 375 v mikrotitra¢ni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
NOP [mg") 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 12
0 + + + - -
50 + + + - -
100 + + + - -
175 + |+ |+ -] -
250 + o+ |+ - -
375 + |+ |+ -] -
500 + + + - -
750 - - - - -
+ zékal - bez zakalu

Obr. 8 Rist kultury

Lactobacillus plantarum

CCDM 375.
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Tab. 16. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactobacillus plantarum CCDM 375

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
. 1 2 3 4 | 5|6 |7 | 8|9 |10 11 12
NOP [mg.l"']
0 0,784 | 0,674 | 0,681 0,175 10,174
50 0,618 | 0,707 | 0,629 0,166 | 0,165
100 0,657 | 0,646 | 0,731 0,175 0,177
175 0,582 | 0,697 | 0,665 0,168 | 0,164
250 0,756 | 0,628 | 0,847 0,169 | 0,169
375 0,784 | 0,804 | 0,806 0,167 | 0,166
500 0,664 | 0,633 | 0,748 0,167 | 0,164
750 0,177 | 0,184 | 0,174 0,168 | 0,168

Kultura Lactobacillus plantarum CCDM 375 tvofila silny zdkal. Jako MIC byla
odettena hodnota 750 mg.1". Vizualni i spektrofotometrické vyhodnoceni se shodovalo.

Kontrola sterility byla bez rastu.
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Tab. 17. Vizualni stanoveni MIC u Lactobacillus plantarum CCDM 381 v mikrotitraéni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
NOP [me') 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
0 + + + - -
50 + + + - _
100 + + + - -
175 + + + - -
250 + + + - -
375 + + + - -
500 + + + - -
750 - - - - -
+ zékal - bez zékalu

Obr. 9. Rust kultury

Lactobacillus  plantarum

CCDM 381.
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Tab. 18. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactobacillus plantarum CCDM 381

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
L 1 2 3 4 |56 |7 |8|9]|10 11 12
NOP [mg.l"']
0 1,023 | 0,948 | 1,158 0,198 | 0,192
50 1,083 | 1,08 | 1,076 0,171 | 0,165
100 1,053 | 1,125 | 0,99 0,179 | 0,184
175 1,074 | 1,083 | 1,008 0,166 | 0,165
250 0,85 09 |0,874 0,171 ] 0,169
375 0,528 | 0,577 | 0,719 0,17 | 0,166
500 0,404 | 0,228 | 0,333 0,166 | 0,166
750 0,168 | 0,193 | 0,181 0,174 | 0,168

Kultura Lactobacillus plantarum CCDM 381 tvofila zédkal. OvSem v fadku G
tvotila vlogky. Jako MIC byla odeétena hodnota 750 mg.1™". Vizualni i spektrofotometrické

vyhodnoceni se shodovalo. Kontrola sterility byla bez riistu.
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Tab. 19. Vizualni stanoveni MIC u Lactobacillus rhamnosus CCDM 148 v mikrotitra¢ni

desticce.
Kontrola
sterility
Koncentrace
NOP [mg."] 1 2 3 4 5 6 7 10 | 11 | 12
0 + + + - -
50 + + + - -
100 + + + - -
175 + + + - -
250 + + + - -
375 - - - - -
500 - - - - -
750 - - - - -
+ zakal - bez zakalu

Obr. 10.  Rast  kultury
Lactobacillus rhamnosus

CCDM 148.
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Tab. 20. Spektrofotometrické stanoveni MIC u Lactobacillus rhamnosus CCDM 148

v mikrotitra¢ni destiéce.

Kontrola
Absorbance [1]
sterility
Koncentrace
L 1 2 3 4 |56 |7|8]|9]|10 11 12
NOP [mg.l"']
0 0,991 | 1,032 | 1,048 0,193 | 0,169
50 0,944 1 0,943 | 0,971 0,177 | 0,145
100 1,125 | 1,016 | 0,999 0,185 0,188
175 0,552 | 0,866 | 0,785 0,126 | 0,264
250 0,488 | 0,526 | 0,626 0,17 | 0,168
375 0,188 | 0,203 | 0,209 0,17 | 0,162
500 0,191 | 0,202 | 0,198 0,165 | 0,165
750 0,172 10,195 | 0,176 0,158 | 0,148

Kultura Lactobacillus rhamnosus CCDM 148 tvofila zakal s drobnymi vlockami.
Jako MIC byla odeétena hodnota 375 mg.1". Vizualni i spektrofotometrické hodnoceni se

shodovalo. Kontrola sterilita byla bez ristu.
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10.2 Vysledky zjisténych hodnot MIC na agarovych Zivnych pidach

Odecitani rastu mikroorganismii z agarovych zivnych ptd probihalo po anaerobni

kultivaci pti 30°C, 5 dnil. Byla odeétena minimélni inhibiéni koncentrace v mg.I™".

Testovani na zivném médiu M17:

CCDM 48 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis — MIC 375 mg.1"!
CCDM 823 Lactococcus lactis subsp. cremoris — MIC 250 mg.1™

CCDM 126 Streptococcus thermophilus — MIC 250 mg.1"!

CCDM 128 Streptococcus thermophilus — MIC 250 mg.1"!

CCDM 396 Pediococcus sp. — MIC 750 mg.I™

Testovani na zivném médiu MRS:

CCDM 157 Lactobacillus rhamnosus — MIC 500 mg.1"!
CCDM 375 Lactobacillus plantarum — MIC 375 mg.1”
CCDM 381 Lactobacillus plantarum — MIC 500 mg.1”

CCDM 148 Lactobacillus rhamnosus — MIC 250 mg.1"!
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11 VYSLEDKY SROVNANI TESTOVANI V TEKUTYCH MEDIICH A
NAAGAROVYCH ZIVNYCH PUDACH

Tab. 21. Srovnani hodnot MIC v tekutém médiu a na agarech

Koncentrace NOP [mg.l'l]
Agarova Zivna
Mikrobialni kultura Tekuté médium
puda
MIC MBC MIC
Lactococcus lactis subsp. lactis
. 375 375 375
biovar diacetylactis CCDM 48
Lactococcus lactis subsp. cremoris
250 250 250
CCDM 823
Streptococcus thermophilus CCDM
375 375 250
126
Streptococcus thermophilus CCDM
375 375 250
128
Pediococcus sp. CCDM 396 500 500 750
Lactobacillus rhamnosus CCDM
>750 >750 500
157
Lactobacillus plantarum CCDM
750 750 375
375
Lactobacillus plantarum CCDM
750 750 500
381
Lactobacillus rhamnosus CCDM
148 375 375 250

Ze srovnani vysledki v tabulce (Tab. 21.) je zfejmé, ze koncentrace NOP, potiebna
k inhibici ristu mikrobialni kultury byla v tekutém médiu (az na kulturu Pediococcus sp.

CCDM 396) vzdy vétsi nebo stejnd nez na agarové zivné pudé. Obecné plati, Ze pro rlst
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mikrobidlnich kultur je tekuté médium vhodnéjsi nez agarova ptida, nebot’ u tekutych ptad
maji mikroorganismy velmi vhodné podminky pro sviij rust (dostupnost zivin, moznost
pohybu, difuze odpadnich produkti metabolismu apod.). U agarovych pud navic dochazi
po Case k ¢astecnému vysychani média, a tim 1 ke zmenSovani objemu a tedy i ke zméné
podminek. Na zaklad¢ této tvahy se proto jevi spravngjsi brat jako smerodatné vysledky,

ziskané testovanim v tekutych médiich.

K posouzeni ucinnosti NOP vuc¢i konkrétnim kulturdm je mozné uvést, ze
nejcitlivéjsi k NOP byla kultura Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 823, u niz byla
zji§téna hodnota MIC 250 mgl'. Naopak, nejménd citliva k NOP byla kultura
Lactobacillus rhamnosus CCDM 157, pro niz byla hodnota MIC véti nez 750 mg.l™.
Kromé kultury Lactobacillus rhamnosus CCDM 157 prokézaly zvySenou odolnost vici
NOP i Lactobacillus plantarum CCDM 375 a Lactobacillus plantarum CCDM 381, pro
které dosdhla MIC hodnoty 750 mg.1™.

Zaroven s MIC byla zjistovana i minimalni baktericidni koncentrace (MBC), kdy
se ve vSech ptfipadech ukazalo, Ze hodnoty MIC jsou zaroven i hodnotami MBC. Pro
stanoveni MBC byly pouzity ty jamky mikrotitracnich desticek, které po kultivaci
nevykazovaly rist mikrobidlni kultury. Tyto jamky byly sterilni klickou dukladné
promichény a vyockovany na ptislusné zivné médium MRS nebo M17. Petriho misky byly
poté kultivovany za stejnych podminek jako mikrotitratni desticky. Jako MBC byla
zivném médiu. Vysledky stanoveni MBC tedy ukézaly, Ze NOP je v ur€ité koncentraci

schopen nejen zastavit rust testovacich kultur, ale Ze je vii¢i nim baktericidni.
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ZAVER

V ramci bakalédiské prace jsem se zabyvala protimikrobnimi ufinky NOP vici
potravinaisky vyznamnym druhiim mikroorganismi a to predevSim vici béznym
zastupcim mlécnych bakterii, vyuzivanych v potravinaistvi, hlavné v mlékarenském
prumyslu. Zaméfila jsem se na testovani téchto kultur, jelikoz se testy na tuto skupiny

mikroorganismil dosud nezamérovaly.

Viici zastupctim mlécnych bakterii byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace

NOP metodou sledovani ristu v tekutych médiich a na agarovych zivnych pudach.

NOP jasné prokazal protimikrobni vlastnosti vi¢i testovanym kulturdm.
Koncentrace NOP, potiebné k inhibici rlistu mikrobidlnich kultur, byly v tekutém médiu
(az na kulturu Pediococcus sp. CCDM 396) vzdy vétsi nebo stejné neZ na agarové Zivné
pudé.

Nejcitlivéjsi k NOP byla kultura Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 823,
u niz byla zjidténa hodnota MIC 250 mg.I"'. Naopak, nejméné citliva k NOP byla kultura
Lactobacillus rhamnosus CCDM 157, pro niz byla hodnota MIC vétsi nez 750 mg.l™.
Kromé kultury Lactobacillus rhamnosus CCDM 157 prokazaly zvySenou odolnost vici
NOP 1 Lactobacillus plantarum CCDM 375 a Lactobacillus plantarum CCDM 381, pro
které doséhla MIC hodnoty 750 mg.1™.

Zaroven s MIC byla zjistovana 1 minimalni baktericidni koncentrace (MBC), kdy
se ve vSech piipadech ukézalo, ze hodnoty MIC jsou zéaroveii i hodnotami MBC. Pro
stanoveni MBC byly pouzity ty jamky mikrotitracnich desticek, které po kultivaci
nevykazovaly riist mikrobidlni kultury. Vysledky stanoveni MBC tedy ukazaly, Ze NOP je
v urCité koncentraci schopen nejen zastavit rist testovacich kultur, ale Ze je vic¢i nim

baktericidni.

Miizeme tvrdit, ze by se NOP diky svym chemickym vlastnostem a protimikrobnim
ucinkiim, mohl vyuZzivat jako mirny dezinfek¢ni prostiedek v potravinaiském pramyslu.
bakterie rodu Pseudomonas, tudiz by tento rod v prostfedi setrvaval i po dezinfekénim
zékroku a muselo by se to brat v potaz. NOP by mohl byt i u€innéjs$i v kombinaci s jinymi

latkami, coZ by bylo potieba déle ditkladné otestovat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MIC
MBC
NOP
LDsq
CCDM
MRS
PVC
nm
mg.I"
°C
mg.kg'1
gl

ml

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Minimalni baktericidni koncentrace
N-oktylpyrrolidon

Stfedni letalni davka

Culture Collection of Dairy Microorganism
Zivna ptida de Man Rogosa Sharpe
Polyvinylchlorid

Nanometr

Miligram na litr

Stupen Celsia

Miligram na kilogram

Gram na litr

Mililitr

Litr

Mikrolitr

Gram
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