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ABSTRAKT

Cilem této préace bylo testovat antimikrobidlni aktivitu monoacylglycerolu kyseliny kapry-
lové MAG Cg.) in vitro v kulturdch 15 mikroorganizmt (Bacillus, Citrobacter, Ente-
rococcus, Escherichia, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia a Sta-
phylococcus). K tomu byly pouZity koncentrace MAG v rozmezi 25 — 1500 mg.1™.
Namétené hodnoty optické denzity bun€k byly vyhodnoceny pomoci Gompertzova
modelu. Antimikrobidlni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncent-
race (MIC), kterd brani ristu. Vysledky naznacuji, Ze monokaprylin pfi nizkych

koncentracich neptsobi inhibi¢né. Nejvyssi testovanou koncentraci bylo zcela inhi-

bovéno 11 testovanych bakterii (vSech 8 grampozitivnich a 3 gramnegativni).

Kli¢ova slova: monokaprylin, inhibi¢ni efekt, bakterie

ABSTRACT

The purpose of the present study was to test the antimicrobial activity of monoacylglyc-
eride of caprylic acid (MAG Cg.g) in vitro in cultures of microorganisms (Bacillus, Citro-
bacter, Enterococcus, Escherichia, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Ser-
ratia and Staphylococcus). The concentrations which were used were between 25 and
1500 mg.I'". The absorbance readings were modeled through a reparameterized
Gompertz equation. Antimicrobial activity was expressed as minimum inhibitory
concentration (MIC) that prevented growth. Results indicate that monocaprylin is
not effective to prevent of bacteria in low concentration. The highest concentration
which was tested completely inhibited growth of eleven bacteria (all eight gram-

positive and three gram-negative).

Keywords: monocaprylin, inhibitory effect, bacteria
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UVOD

Vsudyptitomné mikroorganizmy jsou kazdodenni soucésti naseho Zivota, kdy osidluji lid-
ské telo i okolni prostiedi. Jsou nejcastéjsi pri¢inou zhorSeni kvality potravin a kosmetic-
kych prostredkti. Z hlediska potravin se jednd piedev§im o zhorSeni organoleptickych
vlastnosti a moZzné riziko alimentdrnich onemocnéni. Mikrobidlni kontaminace kosmetic-
kych prostfedkli mize byt zdrojem infekénich onemocnéni kiZe s moZnosti pfenosu na
dalsi osoby. Ackoli rozklad organické hmoty je pfirozeny proces pro recyklaci latek
v ptirodé€, v potravindistvi i kosmetice je nezddouci. Nckteré techniky konzervace jsou
znamy od praddvna, ale prochdzi neustdlym vyvojem. Podmétem je jednak zvySujici se
rezistence bakterii k dosavadnim inhibi¢nim latkdm a také zména Zivotniho stylu spotiebi-
teld i legislativy. Proto jsou vyhleddvany nové latky, obzvlasté piirodniho charakteru, které
inhibuji rist bakterif.

V poslednim letech se zvysuje zdjem o studium monoacylglycerolt, u kterych byla proka-
zdna inhibi¢ni aktivita proti Sirokému spektru mikroorganizmti. Doposud se
v potravinaiském i kosmetickém pramyslu pouzivaji jako emulgétory, pro svou schopnost
snizovat mezipovrchové napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin a umoZznit tak
vznik emulze. Své uplatnéni nachédzeji i v ostatnich priimyslovych odvétvich jako nosice

aktivnich latek, zmékcovadla, maziva a antistatické prostedky.

Cilem bakaléiské prace je ohodnotit inhibi¢ni vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprylové
na rust bakterii, které zahrnuji béZné kontaminanty, pivodce alimentdrnich onemocnéni i

modelové mikroorganizmy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly (MAG) jsou oznaCovany jako parcidlni estery glycerolu. Zikladem je
tedy molekula glycerolu, kdy dochdzi k substituci vodiku hydroxylovych skupin a estero-
vému navdzdni mastnych kyselin. Podle mista navdzdni mastnych kyselin rozliSujeme

1-monoacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly ( Obr. 1) [1].

(H,—0—O0C—R CH,—OH
| |

CH—OH CH—O0—0C—R
| |

CH,—OH CH,—OH
1-monoacylglycerol 2-monoacylglycerol

Obr. 1- 1 a 2-Monoacylglycerol [1]

Reakci dalSich mastnych kyselin s -OH skupinami glycerolu vznikaji diacylglyceroly
(DAG) nebo triacylglyceroly (TAG), jejichZ struktura je znadzornéna na Obr. 2 [2]. Pokud
jsou v molekule TAG navazany tii stejné mastné kyseliny, jednd se o jednoduché triacyl-
glyceroly. Pokud jsou navdzany dvé nebo tfi riizné kyseliny jednd se o smiSené triacylgly-

ceroly, které tvoii pfevaznou Cast prirodnich tukt [1].

(H,—0—O0C—R CH,—0—0C—R  CH,—0—0C—R
| | |

CH—0—O0C—R CH-—OH CH—0—0C—R
| | |

CH,—OH CH,—0—0C—R CH,—0—0C—R
1,2- diacylglycerol 1,3- diacylglycerol triacylglycerol

Obr. 2- Dalsi estery glycerolu [1]

1.1 Vyroba monoacylglycerolu

Monoacylglyceroly byly poprvé syntetizovany v roce 1853 a asi od roku 1960 byly pramys-
lové vyrabény glycerolyzou [3]. Lze je vyrdbét nukleofilni substituci atomu vodiku hydro-

xylové skupiny glycerolu, reesterifikacnimi reakcemi esterti a glycerolu a také hydrolyzou
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triacylglycerolii. Reakce probihaji za vysoké teploty a za katalyzy kyselin nebo zasad [4].
V posledni dobé byla zkoumdna také enzymaticky katalyzovana glycerolyza triacylglycero-
It 1,3- regiospecifickou lipdzou mikrobidlniho ptivodu (Pseudomonas sp.). Nevyhodou pro
primyslové vyuZiti je vysokd cena enzymatického ptipravku, kterou Ize piekonat vyuZitim
lipazy v imobilizovaném stavu. Pro fixaci lze vyuZit silikagel a umoznit tak opétovné vyu-

zit{ a kontinudlni vyrobu [5].

1.1.1 Esterifikace mastné kyseliny glycerolem

Mastné kyseliny tvoii s alkoholy estery. Reak¢ni rychlost klesd s poctem atomt uhliku
v molekule. Hydroxylové skupiny glycerolu nejsou stejné reaktivni. Priméarni skupina je
reaktivnéjSi nezZ sekundarni hydroxylova skupina. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy
lipdzami nebo chemicky kyselinami (kyselina sirovd, toluensulfonovd), anebo zdsadami
(metanolat sodny). Za ptfitomnosti hydroxidu sodného probiha tato reakce dostatecnou
rychlosti pii 160 — 240 °C. Esterifikacni reakce glycerolu (Obr. 3) probihd postupné pies
MAG, DAG az na TAG. 2-monoacylglycerol je nestabilni a snadno pfesmykuje na
1-monoacylglycerol (rovnovdzna smés mé kolem 90 % 1-izomeru) [6]. V ptipad¢ vyroby
parcidlnich esterti se glycerol ptidava v prebytku. ProtoZe jde o madlo tékavy alkohol, je
mozné pouziti vyssi teploty a vznikajici vodu odstraiiovat destilaci a tim posouvat reakéni
rovnovahu ve prospéch esterti. Také se vyuZzivd azeotropické odstranovani vody benzenem

[4].

R

~ T ‘/
CH.,—OH O CH ,— 00—
| 4 1 7 AN
CI—0l—H = R—G — (CH—)—H O]
| AN | N B
CH ,—OH OH CH;—OH

glycerol mastnd kyselina I-monoacylglycerol

Obr. 3- Schéma esterifikace mastné kyseliny glycerolem [3]

1.1.2 Reesterifika¢ni reakce

Reesterifikacni reakce zahrnuji tfi typy reakci - alkoholyza, acidolyza, esterova vyména.
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Pti alkoholyze dochazi k vyméné alkoholové sloZky esteru. Alkoholyza tukii za pouZiti
glycerolu (glycerolyza) se vyuZiva pro prumyslovou vyrobu monoacylglyceroli. Reakce se
provadi nejcastéji pii teploté 200 — 240 °C za ptitomnosti asi 0,1 % alkalického katalyzato-
ru. Vysledkem je smés obsahujici 50 — 55 % monoacylglycerolii. Tato smés se ddle podro-
buje vicestupnové molekuldrni destilaci. Nejprve dochazi k oddestilovani glycerolu, poté
mastnych kyselin a v poslednim stupni monoacylglyceroli. Vznika tak destilat obsahujici

90 - 95 % MAG [4].

CH,—0—CO—R CH,—OH CH,—0—CO0—R CH,—0—CO0—R

l | I |
CH—0—CO0—R + CH—OH = CH—0—CO—R + CH—OH

| | J I I
CH,—0—CO0—R CH,—OH CH,—OH CH,—OH

triacylglycerol glycerol 1,2- diacylglycerol 1- monoacylglycerol

Obr. 4- Schéma glycerolyzy [4]
Alkoholyzou se také rozumi presmyk esterové skupiny vicefunkénich alkoholu (Obr. 5).

K tomu dochdzi pti skladovani MAG pfi vyssi teploté [6].

CH,—0—0C—R CH,—OH

| |
CH—OH — CH—0—0C—R
| |
CH,—OH CH,—OH

1- monoacylglycerol 2- monoacylglcerol

Obr. 5- Schéma intramolekulérni alkoholyzy [4]

Acidolyza je reakce, pfi niZz se vyménuje kyselinova slozka esteru. Karboxylovd skupina
volné kyseliny reaguje s esterem za vzniku meziproduktu, z n¢hoZ se uvolni kyselina diive

vazand v esteru a vznikd novy ester [6].

K esterové vyméné dochdzi pii styku dvou esterti, které si za pfitomnosti katalyzatorti mo-

hou vyménovat své alkyly. U TAG miZe vyména probihat intramolekuldrné [6].
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1.1.3 Hydrolyza

Pti hydrolyze (Obr. 6) pfijimaji molekuly TAG molekulu vody. OdStépuje se mastnd kyse-
lina a DAG. Dalsi hydrolyzou vznikd MAG aZ volny glycerol. Jako katalyzatory se vyuzi-
vaji oxidy nebo hydroxidy kovli druhé skupiny. Reakce probihd za vysoké teploty a pii

zvyseném tlaku. Pfi enzymatické katalyze probihd pii laboratorni teploté [4].

CHz—0-—00-R, (‘Hy—0—0C—R CHy—0—0C—R ..  ¢H, —OH
+#Hz0 I +H0 7T

CH—0—0C—R, *—— CH—0—-0C—R, —— (H—0OH SBcocE CH—OH

. -R3-COOH | % Ra-COCH

CH—0—0C—R, CH—O0H CH—0OH CH,—0H

triacylglyceral 1.2- duacylglycerol 1- monoacylglycerol glycerol

Obr. 6- Schéma hydrolyzy triacylglycerolu [4]

1.1.4 Adice MK na glycidol

Reakce (Obr. 7) probiha otevienim epoxidového kruhu glycidolu s naslednou nukleofilni
adici mastné kyseliny. Reakce bez pfitomnosti katalyzatoru vede k vytvoreni smési MAG,
DAG a TAG. Proto se provadi za katalyzy aminli a/nebo kvartérnich amoniovych soli,
komplexti kovii (chrom, kobalt,...) a zdsad [3]. Reakce probihd pfi relativné nizké reakéni
teploté 90 °C. Vysledny produkt obsahuje i jisté mnozstvi nezddoucich rezidui katalyzatoru

a jedovaty glycidol, proto je nutné jeho ptecisténi [7].

CH, - OH CH:; - OCO-R
| |
CH + R-COOH <— CH-OH
@)
|-1 / |_‘
CH- CH, - OH
Glycidol 1- monoacylglycerol

Obr. 7- Schéma adice MK na glycidol [3]

1.2 Vlastnosti monoacylglycerolii

Molekuly MAG se sklddaji z hydrofobni a hydrofilni ¢asti a jsou tedy oznaCovany jako
latky amfipatické. Struktura umoziuje orientaci na rozhrani mezi nepolarni a polarni fazi.
Hydrofobni ¢ést, kterd je tvofena fet€ézcem mastné kyseliny sméfuje do nepolarni faze (olej,

vzduch), zatimco hydrofilni ¢ast smétfuje do faze vodné. Takto se nejcastéji vytvori mono-
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molekulédrni film, ktery usnadnuje dispergaci a emulgaci. I piesto, Ze stfedni atom uhliku je

cs v 2

asymetricky, nevykazuji Zddnou nebo jen velmi malou optickou aktivitu [6].

Estery s nasycenymi mastnymi kyselinami jsou vétSinou tuhé, polymorfni, krystalické 1at-
ky. Pomalym ochlazenim taveniny se pfipravi nestabilni a modifikace. Ta prechdzi v meta-
stabilni modifikaci 7, kterd zvySenim teploty té€sn¢ pod bod tani pfechdzi na stabilni modi-
fikaci B. Pokud je navdzdna nenasycend mastnd Kyselina, jednd se o viskézni, olejovité ne-
bo sirupovité kapaliny. Bod tini MAGT je blizky bodu tdni pfitomné mastné kyseliny a
zvySuje se s délkou uhlovodikového fetézce. Bod varu byvad znacné vysoky. Pti skladovani
za vyssi teploty a pii zdhfevu miiZe dochdzet k presmykiim na DAG a glycerol a ddle na

TAG az se vytvoii rovnovaznd smés téchto latek [6].

Monoacylglyceroly jsou latky dobie rozpustné v alkoholu, nerozpustné v petroleteru a vo-
dé. Pii zahfivani ve vodé dochazi k jejich roztaveni a vytvari se gel. Struktura tohoto gelu
je lamindrni a podobd se lipidovym dvojvrstvim. Hodnoty HLB (hydrophilic-lipophilic
balance) béZnych monoacylglycerolll jsou nizké a jsou vhodné pro stabilizaci emulzi typu

voda v oleji [8].

1.3 Prumyslové vyuziti monoacylglycerolu

Monoacylglyceroly nalezly své uplatnéni v n¢kolika odvétvich primyslu, kdy asi 60 %
pfipada na potravindisky primysl, 16 % na vyrobu krmiv, 12 % na kosmeticky a farmaceu-

ticky pramysl a 12 % je vyuzito v plastikaiském a textilnich pramyslu [3].
Primysl potravinaisky

V potravinarském pramyslu jsou MAG pouzivany diky schopnosti snizovat mezipovrchové
napéti. Oblasti, kde jsou hojné vyuZivané tyto latky, je vyroba emulgovanych tukt. Zajist'u-
ji jemnou distribuci kapicek vody v olejové fazi, stabilni krystalickou strukturu a také
dobrou roztiratelnost. U klasickych margarinti (60 — 80 % tuku) se pouZivaji destilované
monoacylglyceroly v mnozstvi 0,2 — 0,5 %. Do margarini s nizkym obsahem tuku
(39 — 41 %) musi byt pro udrZeni stability pfiddvany MAG obsahujici nenasycenou mast-

nou kyselinu [4].
Dale patii MAG mezi suroviny pekdrenského primyslu. Pfi vyrobé peciva jsou pfidavany
do tésta pro prodlouZzeni doby Cerstvosti, zvySeni fermentacni stability a odolnost proti me-

chanickému Soku. Pfi¢inou prodlouZeni doby cerstvosti je tvorba komplexii s amylézou,
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kdy pfi chlazeni Cerstvé upeceného peciva dochazi k opetovné krystalizaci amylézy a Srou-
bovice se vytvaii kolem hydrofobni ¢asti monoacylglycerolu. Za postupné tvrdnuti stiidy je
pak zodpovédna krystalizace volné amylézy a zejména amylopektinu. Cerstvost peéiva lze
timto mechanizmem prodlouZzit o 2 — 3 dny [8]. Pro zvySeni odolnosti proti mechanickému
Soku se vyuziva schopnosti interakce s bilkovinami mouky. Vysledkem je zlepSeni reolo-
gickych vlastnosti kynutych tést, kdy tésto ma vysSsi pruznost a lépe zadrZuje vytvoieny
oxid uhlicity. Pecivo md rovhomérnou pérovitost a vétsi objem. Pro zlepSeni pekatskych

vlastnosti jsou nejucinnéjsi estery kyseliny diacetylvinné a jantarové s monoacylglyceroly

[4].

Znacné mnozstvi monoacylglycerolovych emulgitorti se vyuzivd pii vyrobé mraZenych
krémi, kdy usnadiuji zasSlehani vzduchu, zjemnuji a zpeviiuji strukturu. Ve vyrobku zajis-
t'uji dispergaci tukovych ¢astecek a brani nadmérné aglomeraci a ndslednému rozpadu dis-
perze. Tuk také ztraci antagonisticky charakter vii¢i bilkovindm a smés lze snadnéji nasle-

hat [4].

Monoacylglyceroly krystalizované v a form&é napomahaji udrzovani vlhkosti, coz ma za
nasledek delsi uchovani potravin. Za timto tGc¢elem jsou aplikovany néstfikem na dribeZ,

maso, cerstvé ovoce a zeleninu [3].
Kosmetika a farmacie

V kosmetickych aplikacich jsou MAG vyuzivany pro emulgacni a zvla¢iujici ucinek, pro
rozptyleni vody na kiZi, schopnost penetrace, chemickou netecnost k aktivnim l4tkach a
také proto, Ze jsou to latky bezbarvé a stabilni vii€i oxidaci. Uplatnuji se také proti pocent,
kdy se monolaurin pfiddvd do deodorantli spole¢né s jeho diacetidtem jako tlumic poceni.
Jejich pridavek do mydel zvySuje odolnost proti popraskani. Ve farmacii se uplatiiuji jako
nosice aktivnich latek a pro tpravu rozpustnosti. V zdvislosti na koncentraci mohou stimu-

lovat ¢i inhibovat (> 25 mg/ml) rast mikroorganizmu [3].
Plastikéfsky a textilni primysl

Textilni primysl vyuzivia MAG pro antistatické ucinky zvlasté pti vyrobé polyolefinovych
vldken. Také zvysuji stdlost barev tkanin. Jako nejvhodnéjsi byl uréen monooledt vzhledem
k nizké teploté tani. Pii vyrob¢ a zpracovani plastii se destilované monoacylglyceroly uplat-

nuji jako zmekEovadla, maziva a antistatické prostredky [3].
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Mimo vyse uvedené jsou uzivany jako emulgatory nebo maziva pii zpracovani kovu a jako

agrochemikadlie zvySuji penetraci herbicidl do listti rostlin [3].

1.4 Antimikrobni G¢inky monoacylglyceroli a mastnych Kkyselin

U antimikrobidlnich litek je nezbytnd rozpustnost ve vod¢ ¢i hydrofilita pro udrZeni ve
vodné fazi, kde probihd rtst mikroorganizmu. Ale zdroveil musi mit i ¢astecny lipofilni
charakter z divodu interakce s membranou. Aktivita antimikrobidlnich latek mtiZze byt také
ovlivnéna teplotou varu. Pokud dochdzi k zdhievu béhem zpracovani, vysoce tékavé latky
se mohou ztricet. MAG vyhovuji t¢émto podminkach jednak svou amfipatickou strukturou i
vysokym bodem varu [9]. Narozdil od antibiotik maji mastné kyseliny a jejich estery né€ko-
lik mechanizmt ptsobeni, které jsou nespecifické. Mechanizmus a typ inhibice je zavisly
na pouzité koncentraci a doposud nebyl uveden vyvoj rezistence k témto latkam. Efekt
téchto latek neni dost Siroky na to, aby se uplatnily jako univerzalni ochranné prostredky,
ovSem je mozna jejich kombinace s ostatnimi latkami potlacujicimi rtst bakterii a to nejen

v potravindiském pramyslu, ale i jinych odvétvich [7].

Mastné kyseliny a monoacylglyceroly se bézn¢ nachdzeji v ptirodnich produktech (napf.
mléko, oleje), a proto jsou pravdépodobné netoxické pro sliznice a tkané lidského téla. Bi-
osyntéza mastnych kyselin nastdva po poziti potravy, kdyz je télo dostatecné zdsobeno

energii. Hlavné€ probiha v cytosolu jater a omezen¢ v tukové tkdni a mozku [9].

Prvni bariérou mikroorganizmu je bunécnd sténa. Ve studiich vyuZivajicich elektronovou
mikroskopii nebyly zjiStény Zaddné zmény bun&cné stény, velikost ani tvar bunék nebyl
ovlivnén. Tento fakt signalizuje, Ze MAG mohou proniknout rozsdhlou strukturou peptido-
glykanu a dosdhnout cytoplazmatické membrany u grampozitivnich bakterii [10]. Oproti
tomu u gramnegativnich bakterii je pfitomna lipopolysacharidovd vnéjsi membrana, ktera
patrné brani priniku mastnych kyselin a monoacylglycerolt a je pfi¢inou vyssi odolnosti
téchto bakterii. Pro zvySeni inhibi¢niho uc¢inku je navrhovéna jejich kombinace s Cinidly

odstranujicimi lipolysacharidovou vrstvu [11].

Po proniknuti monoacylglyceroly a mastné kyseliny interaguji s cytoplazmatickou mem-
brdnou. Jednak mohou byt zaclenény do struktury této membrany a jednak mohou svymi
detergencnimi Gc¢inky zpusobit deformaci. Dochdzi k presunuti soucasti energetického sys-

tému bunky a inhibici syntézy adenozintrifosfitu (ATP). Ten je zdsobou energie bunky.
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Destabilizace membrany zahrnuje také tvorbu vychlipenin, dér a zvySuje pérovitost. To ma
za nasledek vymyvani dalS§tho ATP. Zasah do hospodateni s energii vede k omezeni trans-
portu aminokyselin a ketokyselin do buniky. Na membranu jsou také navazany enzymy spo-
jené s kyslikovou adsorpci, které jsou ucinky MAG ireverzibilné inaktivovdny. Tim je
inhibovan pfisun kysliku u aerobnich bakterii. Tento efekt zhodnotil jiZ v roce 1963 Scho-

efild pozorovanim sav¢ich mitochondrif [9].

Utinek samotnych mastnych kyselin spoéivd v inaktivaci enzyma. Nedisociované moleku-
ly rychleji prochdzi membrinou a vstupuji do buniky. Uvnitt se setkavaji s vy$Sim pH cyto-
plazmy, které zpusobi disociaci. Hromadici se anionty nemohou projit zpét pfes membranu
a stavaji se toxickymi pro bakteridlni buiiku. Uvolnéné protony stéZuji udrzeni vnitrobu-

nécného pH [12].

1.4.1 Antimikrobni u¢inky kyseliny kaprylové a myristové

Zavislost ucinku mastnych kyselin na pH dokazuje studie, kdy byl sledovén rtst Clostridi-
um welchii pfi pH 6,5 a 7,5.VySsi ucinek kyseliny kaprylové byl pozorovan pfi nizSim pH
s minimdln{ inhibi¢ni koncentraci (MIC) 7210 mg.I"". P¥ pH 7,5 bylo pro dosaZeni stejné-
ho ucinku zapotiebi pétkrat vyssi koncentrace. U kyseliny myristové byl pozorovan opacny
efekt. P niz§im pH byla minimdlni inhibiéni koncentrace 22800 mg.I"' a p#i pH 7.5 pii-
blizn¢ pétkrat niZsi [13]. Zavislost na pH uvadi také Sun a kol. [14], ktefi se zabyvali studi-
em ucinku mastnych kyselin proti Helicobacter pylori, bakterii osidlujici zaludek a zplso-
bujici zanét a viedy. Pii pH 6,5 nebyl pozorovéan Zadny baktericidni ti¢inek kyseliny kapry-
lové o koncentraci 20 mM (2884 mg.I""). P¥ pH men$im neZ 5,5 piisobila stejnd koncent-
race baktericidné. Pfi sniZeni pH pod 5 postacovala koncentrace 10 mM a pod 3,5 pouze
1 mM (144 mg.I™"). Pro kyselinu myristovou byla stanovena MIC 5 mM (1512 mg.l'l) pri
pH blizkém neutrdlniho bodu. V jiné praci hodnoti Sun a kol. [15] uc¢inek kyseliny kapry-
lové na Enterococcus faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, Klebsiella pneumoniae a dva
kmeny Escherichia coli. S klesajicim pH se opét zvySoval inhibi¢ni G¢inek a pii pH 4,6 byl
zcela inhibovéan rist vSech Sesti bakterii s MIC mensi nez 2 mM (288 mg.l'l). Proti kmenu
E. coli, ktery zptisoboval ztratu hmotnosti a mirny prijem krélikti, byla kyselina kaprylové
nejefektivnéj$i mastnou kyselinou. Kyselina kaprylova byla uc¢innéjsi nez kyseliny mlécna,

citronova a fumarova pfi stejné koncentraci. Jako jedind zpusobila sniZeni populace bakte-
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rif na méné nez 2 log CFU.ml"' pii pH 5.,4. Kyselina myristov4 sniZila poet bundk jen ne-

patrné [16].

Utinky kyselin byly testovény také na Listeria monocytogenes a Escherichia coli O157:H7.
Cilem studie Nair a kol. [17] bylo urcit antibakteridlni efekt v plnotu¢ném mléce pfi riz-
nych teplotich. Piidavek 50 mM (7211 mg.I"") kyseliny kaprylové zptisobil sniZeni Zivo-
taschopnosti populace L. monocytogenes na méné nez 1,0 log CFU.ml" po 6 hodinové kul-
tivaci pti 37 °C. Jen nepatrné sniZeni bylo pozorovano pfti teplotiach nizsich (8 a 4 °C).
Obdobné i u E. coli O157:H7 vykazovala kyselina kaprylova nejvétsi aktivitu pii 37 °C.
MozZnou pficinou snizeni Gcinku je podle autor nizsi rozpustnost molekul a propustnost
membrany. Aktivita kaprylové kyseliny neni ovlivnéna piitomnosti vapenatych iontd, které
pusobi negativné na ucinek kyseliny kaprinové [18]. Pfidavek sodné soli kyseliny kaprylo-
vé nemd jiz takovy efekt jako samotnd kyselina. Dlkazem je porovndni ucinku proti
zastupcim patogent ryb, Edwarsiella ictaluri, E. tarda, Streptococcus iniae a Yersinia
ruckeri. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace kyseliny se pohybovala v rozmezi 7,5 — 10 mM
(1082 — 1442 mg.I™"), kdeZto sodné soli bylo zapotiebi 25 — 50 mM (4155 — 8311 mg.I™")
pro dosazeni shodného ucinku. Minimélni baktericidni koncentrace (MBC) byla zvySena az

desetkrat [19].

Proti Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis nevykazovala kyselina kaprylova
o koncentraci 0,5 mM (72 mg.I'") Z4dny baktericidni G&inek, myristova kyselina pii stejné
koncentraci zpusobila jen nepatrné sniZeni Zivotaschopné populace [20, 21]. Inhibi¢ni
ucinky vysSich koncentraci kyseliny kaprylové a myristové na kmeny S. Enteritidis,
S. Infantis, S. Typhimurium studovali Skiivanové a kol. [22]. Kaprylova kyselina jako je-
dind inhibovala rist viech t¥ kment a to o koncentraci 3 000 mg.I"". Kyselina myristova
byla pfti testovanych koncentracich do 5 000 mg.l'1 neucinnd. Soucasné byl ucinek testovan
proti dvéma kmentm Clostridium perfringens. Myristova kyselina byla ucinnéjsi nez
kaprylova kyselina s MIC 100 — 200 mg.l'l, k dosaZeni stejného ucinku bylo zapotiebi de-
setindsobné mnozstvi kaprylové kyseliny. Také byl u kyseliny myristové pozorovan lepsi

baktericidni G¢inek proti C. perfringens [23].

Ve snaze vyvinout kombinovany antimikrobni a antikoncep¢ni piipravek, ktery by zaroven
chrénil proti pohlavné pfenosnym nemocim, byly testovdny t¢inky mastnych kyselin proti
Neisseria gonorrhoeae. Kyseliny kaprylova a myristovd byly nejméné ucinné [24]. Nair a

kol. [25] oznacili kyselinu kaprylovou jako moZnou alternativni 1écbu mastitidy skotu.
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Koncentrace 100 mM (14 421 mg.1"") pasobila baktericidng proti Streptococcus agalactiae,
Str. dysgalactiae, Str. uberis, Staphylococcus aureus a Escherichia coli, kdy do 6 hodin
zpisobila sniZeni na méné nez 1,0 log CFU.ml™. Bergsson a kol. [10] uvadi kyselinu kap-
rylovou a myristovou jako nejmén¢ ucinné mastné kyseliny proti streptokokiim a stafylo-

kokum.

U mastnych kyselin jsou zndmy také jejich viricidni ucinky proti viru herpes simplex ty-
pu 2 (HSV-2). Myristova kyselina zpusobila sniZeni o vice jako 4,5 log pii 10 minutovém
oSetfeni, kdeZto kaprylova kyselina byla za stejnych podminek neucinnd [26]. Podobné
ucinky téchto dvou mastnych kyselin byly pozorovany proti respiranimu syncytidlnimu

viru (RSV) [27].

1.4.2 Antimikrobni G¢inky monokaprylinu a monomyristinu

Obdobné¢ jako u mastnych kyselin, byly také testovany ucinky jejich esterti s glycerolem.
Monoacylglyceroly vykazuji antibakteridlni aktivitu, ale di- a triacylglyceroly neinhibuji
bakterie [28]. Nejen, Ze MAG maji vyS$i antimikrobidlni aktivitu neZ odpovidajici mastné
kyseliny, ale ucinek je srovnatelny s bézn¢ uzivanymi prostiedky jako jsou parabeny nebo
kyselina sorbovd a lze jej zvysit pfidavkem chelatacnich cCinidel, organickych kyselin [13],
laktoferricinu B [29]. Kombinaci u¢inku monokaprylinu (MAG Cs,) a kyseliny octové
proti Listeria monocytogenes se zabyvali Garcia a kol. [12]. Jejich studie byla zaméfena na
veprové parky a snizeni populace L. monocytogenes béhem skladovani pii 4 °C po dobu
77 dni. Pied balenim byly parky oSetfeny v ldzni s 50 mM (10915 mg.l") MAG Csg.,,
1 % kyseliny octové a 1 % ethanolu. Tato kombinace byla efektivnéjsi, nez bez pouziti
kyseliny octové a navic neovlivnila chut’ ani barvu. Baktericidni aktivita monokaprylinu
proti L. monocytogenes byla prokazana také v mléce. Koncentraci 50 mM byla populace

sniZena pod 1.0 log CFU.ml" pfi vSech testovanych teplotdch (37, 8 a4 °C) [17].

Synergicky efekt MAG byl také pozorovan v kombinaci s laktoferricinem B, coZ je peptid
s antimikrobidlnimi w&inky, ktery vznikd z hovéziho laktoferinu t¢inkem pepsinu. Zivo-
taschopnost Staphylococcus aureus byla snizena monokaprylinem na 32 % a monomyristi-
nem (MAG Cj49) na 35 %. V kombinaci s laktoferricinem B byla sniZena na méné nez
0,004 % [29]. Ikyselina linolenovd muZe pusobit synergicky s monomyristinem proti
S. aureus. Samotny MAG C|4. plisobil inhibi¢né pii koncentraci 100 mg.l'l. Stejného ucin-

ku bylo dosazeno kombinaci 25 mg.I”" MAG Ci40 s 40 mg.1" kyseliny linolenové [11].
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Utinky monoacylglyceroltl byly zaméfeny i proti sporulujicim bakteriim, a to jak vegeta-
tivnim formdm, tak i samotnym spordm. Na vegetativni formy Bacillus cereus ptisobi inhi-
bi¢né 50 mg.l'1 MAG Ci49 [11]. Pridavek 3,6 mM (1089 mg.l'l) monomyristinu nesnizuje
termorezistenci spor oproti jinym monoacylglycerolim. Naopak, k inaktivaci spor bylo

zapotiebi delsi tepelné oSetteni pii 91 °C [30].

Antibakteridlni efekt monokaprylinu byl testovan na klinické izolaty streptokoku, které
jsou pivodci mastitidy skotu. Koncentraci 50 mM (10915 mg.I") byl inhibovan riist Strep-
tococcus uberis, Str. dysgalactiae a Str. agalactiae. Béhem 1 minuty byl pocet buné€k sni-
Zen o vice nez 4,5 log CFU.ml™", po 6 hodindch byl niZ3i nez 1,0 log CFU.ml"' [25]. Rust
Str. iniae byl inhibovan 5 mM (1091 mg.1™") monokaprylinu, stejni koncentrace piisobila i

baktericidné [19].

Ucéinek monokaprylinu a monomyristinu byl testovan i na zdstupce gramnegativnich bakte-
rii. Petschow a kol. [28] ve své studii uvadéji, ze monokaprylin byl nejméné efektivni
MAG proti Ctyfem testovanym kmenim Helicobacter pylori. Koncentrace 1 mM
(218 mg.I'") neméla Z4dny u&inek, pfi 5 mM zpisobil jen nepatrné sniZeni po&tu bundk.
Jiné testované MAG (monokaprin a monolaurin) ptsobily efektivné jizZ pfi koncentraci
1 mM. Soucésti studie bylo také otestovani ucinku v ndpoji Nutrament (obsahuje smetanu,
cukry, rostlinné oleje a vitaminy), kde byl uc¢inek monokaprylinu srovnatelny s ostatnimi
MAG. Monomyristin je proti H. pylori G&nny jiZ pii koncentraci 0,9 mM (196 mg.1™") [14].
Monoacylglyceroly mohou inaktivovat také Neisseria gonorrhoeae. Bergsson a kol. [24]
testovali tento uc¢inek v kratkém inkubac¢nim case (1 minuta). Oproti 2,5 mM (616 mg.l'l)

monokaprinu byly MAG Cs.o i MAG Cj4. pfi stejné koncentraci netii¢inné.

U monoacylglycerolii je zndma antivirova aktivita. Monokaprylin patii mezi nejucinnéjsi
monoacylglyceroly proti RSV, ktery byl po 10 minutich zcela inaktivovdn. Monomyristin
pii stejné koncentraci 10 mM (3024 mg.I'") zpiisoboval jen nepatrné sniZeni [27]. Obdobné

pusobeni bylo pozorovano i proti HSV-2 [26].
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2 CHARAKTERISTIKA TESTOVNYCH MIKROORGANIZMU

Studium mikroorganizmt (MO) s konecnym cilem charakterizovat MO a zatadit je ur¢itym
zpusobem do taxonomickych jednotek je obecnou definici taxonomie prokaryot. Jejim
ukolem je identifikovat a popisovat druhy. Do prokaryot spadaji doména Archaea a
Bacteria. Archaea jsou nékdy oznaCovana jako extremofilové, vzhledem k vyskytu (slana

¢i termdlni prostiedi). Doména Bacteria se d€li do tii fenotypovych oddéleni:
¢ Dbunky s bunécnou sténou gramnegativniho typu
¢ bunky s bunécnou st€énou grampozitivniho typu
¢ Dbunky postradajici bunécnou sténu

Oddéleni se diive rozd€lovala do skupin, ale v souc¢asné dobé€ se toto déleni jiZ nepouziva
[31]. Z testovanych bakterii se rody Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Proteus,
Serratia a Citrobacter tadi mezi bakterie s bunéCnou sténou gramnegativniho typu,
Micrococcus, Enterococcus, Staphylococcus a Bacillus mezi bakterie s bunécnou sténou

grampozitivniho typu.

2.1 Rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou prisn¢€ aerobni kratké nebo stfedni tyCinky, monotricha
nebo lofotricha. Velikost buiiky je 0,5 — 1,0 x 1,5 — 5,0 um. Tvofii kolonie vétSich rozméra
s hladkym povrchem. Patogenni druhy maji optimalni ristovou teplotu 37 °C, fada druht je
psychrotrofnich. Nékteii zastupci tohoto rodu produkuji fenazinova barviva zlutych, zele-
nych, modrych nebo ¢ervenych odstinii. Uvoliiovdnim barviv do rlstového prostiedi zpu-
sobuji nezaddouci zbarveni potravin. Jako zdroj energie jsou schopny vyuZzivat nejriznéjsi
organické slouceniny a jsou bez specifickych ndrokl na ristové faktory. Tvorba proteoly-
tickych a lipolytickych enzymi jim umoziuje rast na povrchu masa [32]. Bezprostfedné po
zabiti a opracovdni dribeze tvoii zminéné bakterie prevladajici ¢ast mikrofléry. Na konci
chladirenského uchovani tvoii spole¢né s Alcaligenes az 95 % ptitomnych bakterii. Bilko-
viny masa Stépi na typicky hnilobné produkty. V chlazeném syrovém mléku reprezentuji

bakterie Pseudomonas 47 — 84 % psychrotrofni mikrofléry a vyznacuje se nejkratSimi ge-

nera¢nimi Casy [33].
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Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens roste pii optimdlni teploté 20 — 25 °C. Produkuje rozpustny fluo-
reskujici pigment, okoli jeho kolonii se barvi slabé do zelena. Dobfte roste i pti 5 °C, coz
umoznuje Skodit v chlazenych potravinich [34]. Dominuje pii kazeni masa, jehoZ znakem
je osliznuti, tvorba barevnych skvrn a zdpach. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o pfisn¢ ae-

robni bakterie, nedcastni se na kaZeni masa uvniti hmoty [33].
Pseudomonas aeruginosa

Optimdlni teplota ristu P. aeruginosa je 37 °C, ale je schopen rustu i pii 41 °C. Pro ¢lové-
ka muze byt patogenni, kdy zptisobuje hnisani ran ¢i zdnét mocového ustroji. Za vhodnych

podminek vytvafi Zlutozeleny fluoreskujici pigment nebo také namodraly pigment pyocya-

nin [35]. U vajec zpiisobuje tzv. modrou hnilobu [33].

2.2 Rod Escherichia

Escherichia se tadi mezi nesporotvorné fakultativné anaerobni tyCinky s peritrichdlnim
uspordddnim bicik [37]. Jsou schopny vyuZivat jak respiracni tak fermentacni metaboli-
zmus. Jednotlivé druhy jsou obyvateli sttevniho traktu Zivoc¢ichti. Optimalni teplota rastu je
37 °C, ale jsou schopny rustu v Sirokém rozmezi 15 — 45 °C. Tyto bakterie maji velky vy-
znam z hygienického hlediska [32]. Jednak jsou podminénymi patogeny a jednak slouzi
jako indikatorové mikroorganizmy, kdy indikuji pfitomnost stfevnich patogent v potravi-
nach. V potravinafstvi poukazuji na dodrzovani hygienickych podminek a sanitace pii vy-

robé [36].

Escherichia coli

Vev s Vv s

E. coli je nejznamé&;jsi bakterie z rodu Escherichia a zaroven nejprozkoumanéjSim mikrobi-
alnim druhem. Slouzi jako modelova bakterie pro genetické, fyziologické a biochemické
studie. Velikost bakteridln{ buniky je 1,0 — 1,5 x 2 — 6 um. Na agarovych ptadéach tvoii Sedi-
veé bilé ploché kolonie [36]. Optimalni kultivacni teplota je 37 °C, kmeny pochdzejici pii-
mo z lidskych fekalii jsou schopny ristu pti 44,5 — 44,8 °C. Heterofermentativné zkvasuje
cukry (glukézu, laktézu, nekteré pentdzy) za vzniku kyselin (pyrohroznova, octova a mra-
venci) a plynu (oxid uhli¢ity a vodik) [32]. Fermentaci zbytkové laktézy zpilisobuji tzv.

ranné dufeni syrt a zvySené mnozstvi piisobi inhibi¢né na rast mlécnych koka [33]. Ente-
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ropatogenni kmeny zpiisobuji vodnaté prijmy doprovazené zvracenim a horeckou. One-

mocnéni se vyskytuje u déti do tif let a od roku 1970 se tykd hlavné rozvojovych zemi [37].

2.3 Rod Salmonella

Bakterie rodu Salmonella jsou fakultativné anaerobni gramnegativni pohyblivé tyCinky.
Jsou schopné riist se v teplotnim rozsahu 2 — 47 °C. Nejlépe rostou pti optimdlni teplote
35 — 37 °C. Pro optimdlni rist vyZaduji pH 6,6 — 8,2, pti pH pod 4 nerostou. Primarnim
stanovistém bakterii rodu Salmonella je sttevni trakt ptaki, plazi a hospodéiskych zvitat.
Také mohou byt nalezeny 1 v jinych Castech téla, z fekdlii mohou byt prenaSeny hmyzem do
vody ¢i potravin [38]. Ve vétsiné zemi jsou hlavni piicinou alimentdrnich onemocnéni
z potravin, pfevazn¢ z driibeze, vajec a vajeénych produktii [37], masa a masnych vyrobkil
[38]. Zptsobuji vodnaté priijmy, obCas i zacpu, doprovazené horeCkou, bolesti hlavy a

zvracenim [37].
Salmonella enterica

V soucasné dobg€ jsou S. enterica spolecné se S. bongori jedinymi druhy tohoto rodu, které
se déle ¢leni na 6 poddruhii. Diive popsané druhy se oznacuji jako sérovary S. enterica.
Sérovary Enteritidis jsou nejéast&j$im ptivodcem gastroenteritid u ¢lovéka (v CR asi 96 %)
[31] a jsou ptivodci alimentdrnich otrav z potravin Zivo¢iSného ptivodu [34]. Nejvétsi one-
mocnéni se vyskytlo v roce 1994 ve Spojenych statech, kdy onemocnélo vice nez 224 000
osob. Pri¢inou byla zmrzlina vyrobend z mléka, které bylo pfepravovano v cisterné, v niz

se predtim prevézela tekutd vaje¢nd hmota. Za ptivodce onemocnéni byl oznacen sérovar

S. Enteritidis [38].

2.4 Rod Proteus

Proteus je dalsi bakterii ze sekce gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inky. Jedna se o
bakterie s peritrichdln€ uspotfddanymi biciky a velikosti buniky 0,4 — 0,8 x 1,0 — 1,3 um. Pfi
rustu na pevnych pudéach tvofi rozlézavé kolonie. Nejvyssi rozlézavost Ize pozorovat pii
kultivacéni teploté 20 °C. Optimdlni ristovou teplotou je 37 °C, pfi niZ jsou kolonie malé a
kruhového tvaru, ztraci schopnost plazivého rtastu. V nékterych kulturdch mizeme nalézt i
kulovité ¢i vldknité utvary [32]. PrisluSnici tohoto rodu se vyskytuji ve vodé, pad¢ a stiev-

nim traktu. Jsou schopni oxidativni deaminace Sirokého okruhu aminokyselin za tvorby
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amoniaku a ketokyselin. Zptsobuji tak kaZeni bilkovinnych potravin [37], pfedevsim kaze-
ni masa v hmotég, kterému podléhaji nedostateCn¢ vychlazené kusy a maso v bezprostfedni
blizkosti kosti [33]. U vajec zptsobuje tzv. ¢ernou hnilobu a také kvaseni hoicice s tvorbou

plynu [38].
Proteus mirabilis

Asi u 90 % infekci zptisobenych rodem Proteus je pti¢inou druh P. mirabilis. Zpisobuje
vazné infekce ledvin. Schopnost napadnout hostitelské buiiky je uzce spjata s plazivym
rustem. Vylucuji hemolyticky toxin a protedzu, kterd je schopna rozkladat imunoglobuliny
[39]. Za poslednich 10 let se také P. mirabilis spojuje s revmatickymi zanéty. Je rezistentni

k tetracykliniim, ale citlivy na peniciliny a cefalosporiny [40].

2.5 Rod Serratia

Nz s

Bakterie rodu Serratia jsou aerobni gramnegativni tyCinky patfici do Celedi Enterobacteri-
aceae. Produkuji Cerveny pigment (prodigiozin) na tuhych Zivnych ptadach i v urcitych po-
travindch, nepigmentujici kmeny jsou neobvyklé [38]. Jsou schopny rlstu v rozmezi
12 — 36 °C s optimem 25 — 30 °C. Ptirozen¢ se vyskytuji v ptidé, na rostlindch a ve stfev-
nim traktu hmyzu [34]. Nékteré druhy jsou gastrointestindlnimi patogeny a mohou se pte-

naset potravinami [37]. U vajec jsou ptivodcem tzv. ¢ervené hniloby [38].
Serratia marcescens

Jiz ptes 30 let se S. marcescens zahrnuje mezi nemocni¢ni bakterie. Infekce zplisobuje
hlavné na novorozeneckych a pooperacnich oddé€lenich, byly identifikovany 1 pfipady na
jednotce intenzivni péce. Je zodpovédna za rtizné typy infekci vcetné zapalu plic ¢i mozko-
vych blan. U n¢kterych kment byla prokdzana rezistence k B-laktamovym antibiotikiim

[41]. Je schopna produkovat chitindzu, lipadzu a chlorperoxidazu [42].

2.6 Rod Citrobacter

Bakterie rodu Citrobacter jsou gramnegativni tyCinky osidlujici stfevni trakt. Velikost
buiky je 1,0 x 2,0 — 6,0 um, vyskytuje se jednotlivé nebo v kratkych fetizcich. Nejlépe
roste pfi teploté 37 °C. Jako zdroj uhliku vyuziva citrat. Pfirozenym stanovistém je voda,
puda a lidsky zaZivaci trakt. Je jednim z moZnych piivodci zanétu mocovych cest a nebo

meningitidy u déti [32].
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Citrobacter freundii

C. freundii je ptevladajicim druhem tohoto rodu. Vyskytuje se v potravinich a to hlavné na
zeleniné a cCerstvém mase [38]. U telat, selat a dritbeze mohou tyto bakterie vyvolat
gastrointestindlni poruchy. Také byl tento druh izolovan z piipadii akutni mastitidy u skotu

a prasnic [35].

2.7 Rod Micrococcus

Micrococcus jsou grampozitivni, piisn¢ aerobni koky o velikosti 0,4 — 2,5 um. Starsi kultu-
ry se mohou jevit jako gramlabilni az gramnegativni. Kolonie jsou na pevnych agarovych
pudéach lesklé, neprtihledné a mazlavé [36]. Je schopen rastu pii teplotich od 10 °C
s optimem v rozmezi 20 — 25 °C. Pii teploté 45 °C jiZ neroste a nesnasi kyselé prostredi
[34]. Je schopen produkovat karotenoidni barvivo Zlutych, oranzovych i Cervenych odstinii,
které pak chrani buiiky pfed letdlnim uc¢inkem UV zafeni. Jsou schopné rlstu v prostiedi
s 5 % chloridu sodného. Pfirozenym stanovistém je kiize savci, sekundarné se pak vysky-
tuji v mase a mléce [35]. V novodobych studiich se mikrokoky uvadéji jako nejhojnéji za-
stoupeny rod béhem zpracovani dribeZze [38] a také tvoii hlavni ¢ast mikrofléry mléka

[33].
Micrococcus luteus

Druh M. luteus tvoii na agarovych piidach vypouklé kolonie Zluté a7 Zlutozelené barvy.
V mikroskopickém preparatu Ize pozorovat nepravidelné shluky ¢i sarciny [36]. Jednd se o
bézného saprofyta kiiZze savcl vetné cloveka. MiiZze osidlovat i horni dychaci trakt. Je po-

vazovan za nepatogenni mikroorganizmus [35].

2.8 Rod Staphylococcus

Bakterie rodu Staphylococcus jsou nepohyblivé grampozitivni koky o velikosti 0,5 — 1 um.
V mikroskopickém preparatu lze pozorovat jednotlivé bunky ¢i nepravidelné shluky [36].
Jsou schopny riistu v teplotnim rozmezi 18 — 40 °C s optimem 30 — 37 °C. Buiiky odoldvaji
ucinku lysozymu a rostou 1 v prostiedi s 10 % NaCl. Vyskytuji se piedevSim na sliznicich a
klzi zvitat, Casto jsou izolovany z pudy a vzduchu. Jsou potencidln¢ patogennim mikroor-

ganizmem, tvoii hemolyzin, fosfolipdzu C a termorezistentni nukleazy [35].
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Staphylococcus aureus

S. aureus je podminéné patogenni druh, zptisobujici napiiklad infekce klize, sepse a pneu-
monii. Jim produkovany enterotoxin je pomeérné termostabilni, snasi i palhodinovy var
[33]. Na pevnych pudach tvoii hladké a lesklé kolonie. Tvoii karotenoidni pigmenty Zluté-
ho nebo slab¢ oranZového zbarveni. Kolonie mohou byt bilé ¢i Sedé [43]. N¢kdy byva ve
veétSim mnozZstvi pfitomny v majonézich, kde se pfi dostate€né nizké hodnoté pH neroz-

mnoZzuje a neprodukuje enterotoxiny. Pfi¢inou kontaminace jsou nejcastéji pracovnici

s chronickym onemocnénim nosohltanu [33].

2.9 Rod Enterococcus

Tento rod se vyc€lenil z rodu Streptococcus na zdkladé schopnosti ristu v Sirokém rozmezi
teplot 10 — 45 °C a i pfi pH 9,6. Patii mezi nepohyblivé fakultativn€ anaerobni bakterie.
Tvoii kulovité nebo vej¢ité buiiky o priméru 2,0 um, ptipadné¢ mohou byt pozorovany jako
kratké tyCinky. Na tvar bun¢k ma vliv kultivaéni médium [36]. PtisluSnici tohoto rodu jsou
relativné rezistentni k inhibiénim latkdm jako je octan hlinity, azid sodny ¢i rhodamid dra-
selny. Prezivaji zahfev na teplotu 60 °C po dobu 30 minut [35]. Rostou v bujénu s 6,5 %
NaCl a také v pritomnosti 0,1 % metylenové modii [36]. Primarné€ se vyskytuje ve stfevnim
traktu lidi i zvitat, osidluje také dutinu tustni, Zlucnik ¢i mocovou trubici. V piipadech
onemocnéni z potravin zpusobenych enterokoky jsou symptomy nejasné a proménlivé,
zahrnuji nevolnost, kieCe a piipadné prijem. Oproti tomu jsou nékteré druhy studovany pro

probiotické ucinky pii 1é¢bé strevnich poruch [37].

Enterococcus faecalis

vvvvvv

identifikovan jako ptivodce endokarditidy, zanétu mocCovych cest a sepse u novorozenct.
Vyznacuje se rezistenci k nékterym antibiotikiim, jako napiiklad k vankomycinu [37]. Né&-
které kmeny mohou vyvoldvat vady mléénych vyrobki, oproti tomu se nékteré pouzivaji

jako dopliitkové syratské kultury [36].
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2.10 Rod Bacillus

Bacillus jsou rovné tyCinky patiici do sekce sporulujicich grampozitivnich tyCinek a kokd.
Bakterie tvoii pfi nepfiznivych podminkich uvnitt bunky spory, kterd je velmi odolnd
k vysokym teplotdim a UV zéfeni. Na Zivnych pidéch tvoii typické velké a drsné kolonie
s nepravidelnymi okraji. Jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni [36]. N&které druhy se
fadi mezi mezofilni mikroorganizmy s ristovym optimem v rozmezi 30 — 45 °C, nékteré
kmeny jsou termofilni a rostou pfi teplotich kolem 65 °C. Byly nalezeny i psychrotrofni
kmeny rostouci pifi 4 — 6 °C. Spory i vegetativni buiikky se hojné vyskytuji v pudé
(10° — 10° spor v 1 g) a mohou byt nalezeny ve viech syrovych i tepelné zpracovanych po-
travindch vyjma sterilovanych [37]. Tyto bakterie maji bohaté enzymatické vybaveni a

produkuji antibiotika polypeptidové povahy, ¢ehoz se vyuziva pti prumyslové vyrob¢ [32].
Bacillus cereus

B. cereus je moznym puivodcem infekci (krve, zdpal mozkovych blan) a otrav z potravin.
Produkuje cyklicky peptid, ktery zplisobuje zvraceni a kieCe. Onemocnéni je charakteris-
tické kratkou inkubacni dobou (1 — 5 hodin). Déle zptisobuje prijmové onemocnéni. Jeho
pti¢inou je enterotoxin (toxin pusobici v tenkém stfevu). Symptomy jsou bolesti biicha a
vodnata stolice, dostavuji se 8 — 16 hodin po poziti infikované potraviny. Oba typy otravy
jsou relativn€ mirné [37]. Pozoruhodny ptipad otravy B. cereus se vyskytl v roce 1986 na
Slovensku. Béhem 30 hodin onemocnélo 347 studentd. Pfiznaky otravy byly pfevazné leh-
ké (ktecCe, zvraceni, bolest hlavy) a do dvou dni odezn€ly. Pfi¢inou bylo mléko tii dny
uchovavané v chladnicce a opakované ohfivané a chlazené. B. cereus muze také zplsobit
vady jogurtli s rozmichanou sraZeninou. Pfi vy$$im obsahu kysliku a nizkém obsahu kyse-
liny mlé¢né zplisobuji pomoci protedz sladké srdzeni, coZ se projevuje vznikem nesouvislé

srazeniny a zménou chuti [33].
Bacillus subtilis

Otravy z potravin zpuisobené B. subtilis jsou podobné jako u druhu B. cereus [37]. Za
vhodnych podminek zptsobuje tdhlovitost a nitkovitost chleba. Tato vada se projevuje
hlavné pfi skladovani na vlhkém a teplém misté nepfijjemnym pachem, hotkou chuti a stfi-
da se stdvd mazlavou [33]. Enzymy tohoto rodu nalezly Siroké uplatnéni jako piisady do

pracich prostfedkll a amyldza se vyuZiva v pivovarnictvi [32].
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Bacillus sphaericus

B. sphaericus je béZnou pudni striktné aerobni bakterii. M4 jedine¢né insekticidni schop-
nosti proti koméiim larvdm. Za timto ucelem se prodavd komercni vyrobek pod ndzvem
Vectolexa. Tyto prostiedky jsou efektivngjsi, nez ty proti dospélym komérim [44]. Neni
schopen vyuzivat pentézy, hexdzy a disacharidy jako zdroje uhliku a energie, ale jsou

schopné vyuzivat glukondt, mastné kyseliny a aminokyseliny [45].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cile bakalarské préace byly stanoveny nédsledovné:

7z w2z

e v teoretické Cdsti zpracovat literdrni resSersi tykajici se charakteristiky, vyroby, vy-

znamu a vyuZiti MAG v potravinafstvi i jinych priimyslovych odvétvich

e popsat antimikrobidlni u¢inky monoacylglyceroli a mastnych kyselin se zaméfenim
na kyselinu kaprylovou a myristovou

7z w2z

e v praktické Casti sledovat vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprylové v koncentra-
cich 25 — 1500 mg.I"' na rist vybranych bakterii s bun&&nou sténou grampozitivni-

ho i gramnegativniho typu

¢ na zdklad¢ teoretické Casti a vysledkl praktické ¢asti formulovat navrhy tykajici se

vyuziti monoacylglycerolu kyseliny kaprylové jako antimikrobidlni latky
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Testované mikroorganizmy

Vliv riznych koncentraci monokaprylinu byl sledovan na 15 bakteriich, které pochazely

z Ceské sbirky mikroorganizmii (CCM).

¢ testované bakterie s bunécnou sténou gramnegativniho typu:
Citrobacter freundii CCM 7107
Escherichia coli CCM 3954
Proteus mirabilis CCM 7188
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas fluorescens CCM 2798
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

® testované bakterie s bunécnou sténou grampozitivniho typu:
Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus sphaericus CCM 1615
Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
Enterococcus faecalis CCM 2665
Enterococcus faecalis CCM 4224
Enterococcus faecalis CCM 7247
Micrococcus luteus CCM 732

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3653
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4.2 7Zivna média

Masopeptonovy agar (MPA)

® masovy vytazek.................. 30¢g
LI 01C7 0170 1 IO 50¢g
® NaCl..ooooviveeeeeeeieeeeeennnn, 30¢g
®  AZAT..cciiieiieeieeeeee e I5¢g
e deionizovana voda............. 1000,0 ml

Masopeptonovy bujén (MPB)

®* masovy vytazek

e deionizovana voda

Po dokonalém rozpusSténi a smiseni komponent v zdsobni ldhvi byla ptida sterilovana

v autokldvu pfi 121 °C po dobu 20 minut. Poté byla ¢ast pidy MPA rozlita na Petriho mis-

ky a z Casti byl piipraven Sikmy agar. Po utuhnuti byly skladovany pii laboratorni teploté

v temnu. Piida MPB byla rozdélena po 4 ml do zkumavek a skladovéna za stejnych podmi-

nek.

4.3 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy Sartorius, BA 110S
Autoklav Systec 2540EL

Autokldv Varioklav H+P

Automatické mikropipety Biohit
Biologicky termostat Memmert INE 600
Fotometr Tecan Sunrise TW/TC

Flow Box Clean Air
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Chladnicka Electrolux
Laboratorni predvazky KERN
Laboratorn{ sklo:

e zdisobni lahve 250 ml

e zkumavky

e Petriho misky

Mikrotitracni desticky

4.4 Piiprava roztoku monokaprylinu

Zasobni roztok monokaprylinu o koncentraci 5 % (w/v) byl pfipraven rozpusténim navazky

0,5 g v 10 ml absolutniho etanolu. Rist bakterii byl sledovan v rozmezi koncentraci

25 — 1500 mg.l", které byly piipraveny odpipetovanim zdsobniho roztoku do 4 ml MPB.

V Tab. 1 jsou znidzornény sledované koncentrace a objem zdsobniho roztoku potiebny pro

piipravu MPB s monokaprylinem.

Tab. 1- Piiprava koncentraci monokaprylinu

Koncentrace MAG [mg/1]

25

50

100

250

500

1000

1500

Objem z4s. roztoku [pl]

20

40

80

120

4.5 Piiprava bakterialni suspenze

Bakterie z Ceské sbirky mikroorganizmi byly doddny na Zelatinovych discich. Pro jejich

resuscitaci byly pouZity $ikmé agary. Zelatinovy disk byl rozpustén v kondenzované vodé

ve spodni ¢asti agaru a vyockovan po celé délce agaru. Zkumavky byly kultivovany pfi

30 °C po dobu 24 hodin. Poté byla ¢ast kultury vyockovéna kiiZovym roztérem na Petriho

misky a kultivovdna za stejnych podminek. Jedna samostatnd kolonie typickd pro dany

s ~

druh byla opét vyockovéna kiiZovym roztérem a kultivovana, ¢imZ byla zajiSténa Cistota

bakteridlni kultury. Petriho misky byly uchovény pii teploté 4 °C a kolonie byly pouzivany

k pripravé bakteridlnich suspenzi v MPB.
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Pro pfipravu suspenze byla pomoci ockovaci klicky pfenesena jedna samostatnd kolonie do
zkumavky s MPB. Po 24 hodinové kultivaci pii 30 °C byla tato suspenze diikladné promi-

chdna a pouZita pro vlastni stanoveni.

4.6 Sledovani rustu bakterii

Rust bakterii v pfitomnosti monokaprylinu byl sledovan métenim optické denzity pfi vino-
vé délce 600 nm s pouzitim pfistroje TECAN Sunrise TW/TC. Tuto metodu popsali Du-

four a kol. [46] jako efektivni pro otestovani vlivu antibakteridlnich latek.

Nejprve byla pfipravena mikrotitracni desti¢ka. Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl
MPB s pfislusnou koncentraci monokaprylinu a zaockovano bakteridlni suspenzi o objemu
5 pl. Desticka obsahujici 96 jamek umoznila soucasné sledovat vliv sedmi koncentraci
monokaprylinu na pét bakterii, provedeni negativni kontroly (MPB s piislusnymi koncent-
racemi MAG Cg, bez suspenze bakterii) a pozitivni kontroly (200 ul MPB bez MAG s 5 pl
bakteridlni suspenze). Presné rozlozeni zndzoriiuje Obr. 8, kde M1 — M5 znaci testovany

kmen bakterie a 0, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 je pouZzitd koncentrace monokapryli-

nuvmg.ll.
T ] 2 3 [ 5 B 7 E g 10 11 12

Al O | o | o M| 0 Wi 0 M2 0 M 0 M3 0 M3 0 ME 0 ME 0 W5 0 M5
B 25 | 26 | 25 MI| % Mi| 25 M2| 25 M2| 25 M3| 25 W3| 75 WM4| 25 M4| 2 M5 25 M5
T 50 | @ | 50 MI| &0 Mi| 50 M3Z[ A M2| 50 M3| 50 W3] 50 M4| 50 M4| A M5 50 M5
D [ 100 | 100 | 100 WT| 100 W1| q00 W2| 100 MZ| f00 M3| 100 W3] 100 M4| 100 WM4| T00 M5| 100 W5
E | 250 | 750 | 550 WT| 260 1| 250 W3] 350 M2| 350 M3| 250 W3] 250 W4| S50 M4| F60 MB| 250 W5
F [ 500 | 500 | 500 1| 500 1| 500 M2| 500 M2| 500 M3| 500 W3] 500 W4| 500 M4| 500 M5| 500 M5
G | 1000 [ 1000 7000 M1 1000 1] 1000 M2| 1000 M2| 1000 M3| 1000 M3| 1000 M| 1000 MA4| 1000 W5 ] 1000 M5
H | 1500 [ 1500 ] 1500 1] 1500 b1] 1500 M2 | 1600 MZ] 1500 W3] 1500 W3] 1500 W4] 1500 W4] 1500 M5] 1500 W5

Obr. 8- Schéma mikrotitracni desticky

Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla kultivovéna pii 25 °C po dobu 24 hodin. Op-
tickd denzita byla méfena kazdych 30 minut Na zdkladé naméfenych a zprimérovanych
hodnot byly sestaveny rastové kiivky (Obr. 9). Déle byly spocteny relativni hodnoty optic-
ké denzity v Case ¢ [y=In(O.D./O.D.¢)] a zavislost logaritmu relativni hodnoty na ¢ase byla

vyhodnocena pomoci Gompertzova modelu:
y=A- exp{— exp[‘u’:’;e (A-1)+ 1}}

kde: A.... asymptota definovand jako maximalni dosaZena hodnota
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t... maximdlni specifickd ristova rychlost [h']

A.... doba lag-faze [h]

Vv s

Zwietering a kol. [47] ohodnotili tento motel jako nejvhodnéjsi pro popis bakteridlniho
rustu, kdy jsou sledovany tfi parametry ristu. K vypoctu byl pouzit statisticky software

Unistat® 5.5.

cas

Obr. 9- Rustova kiivka [47]

4.7 Dekontaminace materialu

Pouzité mikrotitracni desticky, Zivné pudy, suspenze bakterii a jednordzové pomucky byly
dekontaminovdany v autoklavu pii teplot€¢ 132 °C po dobu 20 minut. Pracovni plochy byly

oSetfeny 70% etanolem.
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5 VYSLEDKY

Vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprylové na riist bakterii byl sledovdn v koncentracich
25, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 mg.I"" v MPB. K otestovéni byly vybrany gramnegativni
bakterie (Citrobacter freundii CCM 7107, Escherichia coli CCM 3954, Proteus mirabilis
CCM 7188, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Pseudomonas fluorescens CCM 2798,
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420, Serratia marcescens subsp.
marcescens CCM 303) a grampozitivni bakterie (Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus
sphaericus CCM 1615, Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062, Enterococcus faeca-
lis CCM 2665, Enterococcus faecalis CCM 4224, Enterococcus faecalis CCM 7247,
Micrococcus luteus CCM 732, Staphylococcus aureus subsp.aureus CCM 3653).

Rustové kiivky vybranych bakterii v pfitomnosti monokaprylinu jsou soucdsti pfilohového

materidlu spole¢né s hodnotami rastovych parametri (A, A, pp).

5.1 Vliv monokaprylinu na rist gramnegativnich bakterii

5.1.1 Vliv MAG Cs, na rist Citrobacter freundii CCM 7107

,

U koncentraci monokaprylinu do 100 mg.1" nebyl pozorovan z4dny inhibi¢ni G&inek na
rust Citrobacter freundii CCM 7107. Naopak, 25 a 50 mg.l'1 MAG Cg, pusobily stimulac-
n¢, kdy oproti kontrole bylo dosazeno o 29 a 25 % vyssi hustoty bakteridlni suspenze
(Obr. 10B). Také délka lag-faze (Obr. 10A) nebyla vyznamné ovlivnéna a pohybovala se
v rozmezi 0,37 — 0,42 hodin.
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koncentrace MAG Cs.o [mg.I""] koncentrace MAG Cs.o [mg.I""]

Obr. 10- Uginek MAG Cg, na riist C. freundii CCM 7107
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Vyssi testované koncentrace zptisobovaly postupné sniZovani hustoty bunék, az koncentra-
ce 1500 mg.1l" monokaprylinu bylo pro C. freundii zcela inhibi¢ni. Koncentrace 250 a
500 mg.I"" prodlouzily délku lagu na pfiblizn& 1 a 2 hodiny a do 24 hodin bylo dosaZeno
pouze 85 a 69% narastu. V piitomnosti 1000 mg.l'1 MAG Cg, byl snizen rtst o 50 %
s velmi vyraznym prodlouzenim lag faze na 12 hodin. Déle pii vSech testovanych koncent-
racich nebyla do 24 hodin pozorovéna faze odumirani. Riistova rychlost byla postupné sni-

Zena s rostouci koncentraci a to z 1,09 h™' na 0,35 h™!' (Pfiloha PI).

5.1.2 Vliv MAG Csg,y na rust Escherichia coli CCM 3954

Utinky monokaprylinu o koncentracich 25 — 1500 mg.l" na rast Escherichia coli
CCM 3954 znézoriuje Obr. 11. Nizsi testované koncentrace (do 100 mg.l'l) vyrazné neo-
vlivnily rast E. coli, ktery byl snizen maximalné o 7 % s délkou lag faze 0,77 — 0,83 hodin.
Vys§i koncentrace postupné sniZovaly hustotu bakteridlni suspenze a prodluZovaly délku
lagu. Koncentrace 250 a 500 mg.1" zptsobily sniZeni hustoty bungk na 79 a 57 % se sou-
c¢asnym prodlouZenim lag-faze na 1,58 a 2,67 hodin ve srovnéni s kontrolou. Vyraznéjsi
prodlouZeni lagu na 13,13 hodin bylo zptisobeno koncentraci 1000 mg.I", kdy bylo dosa-
zeno 41% naruastu. Uplné inhibice nebyla pozorovéana ani pifi 1500 mg.l'1 MAG Cg.. Rust

zapocal az po 20,37 hodinach a na konci kultivace ¢inil nartst pouze 23 %.

Po 24 hodinéach kultivace byly bunky E.coli na konci exponencialni faze ¢i faze zpomale-

Vv

ného rastu. U kontroly a pfi nizSich koncentracich monokaprylinu se objevil ndznak

diauxie (Priloha PII A).
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Obr. 11- Uginek MAG Cg, na riist E. coli CCM 3954
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5.1.3 Vliv MAG Cs. na rust Proteus mirabilis CCM 7188

Na Obr. 12 jsou zndzornény sledované ristové parametry (délka lagu a maximdlni hodnota

ndristu) pro Proteus mirabilis CCM 7188 v pfitomnosti monokaprylinu.
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Obr. 12- Utinek MAG Cg, na rtst P. mirabilis CCM 7188

Z graft je patrné, 7e koncentracemi do 250 mg.I"' nebyl ovlivnén rist této bakterie. Délka
lag-faze neptesahla 0,25 hodin a nartst se pohyboval od 100 do 95 %. Tyto koncentrace

zptisobily pouze sniZeni rychlosti ristu a to z 1.64 h” na 1,16 — 1 h'' (Piiloha PI).

Pii 500 mg.I"" monokaprylinu zapogal rist bakterii po 0,85 hodindch a na konci kultivace
bylo dosaZeno o 22 % nizsiho nartstu. P. mirabilis v ptitomnosti 1000 a 1500 mg.l'1 MAG
Cs.o dosahoval pfiblizné stejné hustoty bakteridlni suspenze, a to 44 a 38 %. Vyraznéji se

lisil v délce lagu (4,5 a 11 hodin).

5.1.4 Vliv MAG Csg. na rist zastupci rodu Pseudomonas

Uginktim monokaprylinu byly vystaveny Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 (Obr. 13) a
P. fluorescens CCM 2798 (Obr. 14).

Rast P. aeruginosa v kultivatnim médiu s monokaprylinem do 100 rng.l'1 byl tém¢t shod-
ny jako rast bez inhibi¢ni latky. Hodnoty maximdalniho nartstu se pohybovaly v rozmezi
96 — 98 %. Nepatrn¢ byla prodlouzena délka lag-fize z ptivodnich 0,93 na vice neZ
2,3 hodin. Koncentrace 250 a 500 mg.I"" zpusobily sniZeni hustoty bakteridlni suspenze
0 14 a 17 % a prodlouZily dobu lagu na 3,27 a 5,05 hodin. V pfitomnosti 1000 mg.l'1 MAG

Cs.o zapocal rust az po 16,19 hodinach, v zavéru kultivace bylo dosaZeno 54% narGstu a
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buniky se nachdzely ve fazi exponencidlniho ristu. Nejvyssi testovand koncentrace ptisobila

zcela inhibi¢né na rist P. aeruginosa.
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Obr. 13- U¢inek MAG Cg, na rist P. aeruginosa CCM 3955

Rustova kiivka P. fluorescens se vyznacCovala velmi kratkou dobou lagu. S rostouci kon-
centraci monokaprylinu do 250 mg.I"' se doba lagu postupné zvySovala, ale nepfesahla
1 hodinu. Soucasné byl pozorovan mirny pokles ristové rychlosti z piivodni 1,37 az na
0,9 h™' (Piiloha PI) a hustota bakterialni suspenze se pohybovala v rozmezi 100 — 95 % ve
srovnani s kontrolou. Monokaprylin o koncentraci 500 mg.I"' zptisobil prodlouzeni lag-fize
na 1,2 hodiny a narist byl snizen o 9 %. Koncentraci 1000 mg.l" byla prodlouZena fize
lagu na 21,6 hodin a na konci kultivace bylo dosazeno 45% nartstu ve srovnani
s kontrolou. Pii 1500 rng.l'1 MAG Cg, nebyla pozorovdna zména hustoty bakteridlni

suspenze oproti médiu bez bunék a Ize tuto koncentraci povazovat za zcela inhibic¢ni.
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Obr. 14- U¢inek MAG Cg.o na rist P. fluorescens CCM 2798
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5.1.5 Vliv MAG Cs, na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis

CCM 4420

Obdobn& jako u pfedchozich gramnegativnich bakterii, koncentrace do 100 mg.I" neinhi-
bovaly rtst S. Enteritidis CCM 4420. I pies nepatrné prodlouZeni lag faze (Obr. 15A), bylo
v zavéru kultivace dosazeno stejného nebo vyssiho nartstu ve srovnani s kontrolou. V pfi-
tomnosti 25 a 50 mg.l'1 monokaprylinu byly hodnoty maximadlniho rtstu (Obr. 15B) asi o
6 % vyssi oproti kontrole bez MAG Cg,. S dalSim zvySovdnim koncentrace dochazelo
s postupnému snizovani bakteridlni hustoty a prodluzovani faze lagu. Koncentraci
500 mg.I" byl ndrist snien o 34 % s délkou lagu 2,6 hodin. V prostfedi s 1000 mg.l”
MAG Cg, zapocal rust po 8,58 hodindch s kone¢nym ndristem 35 %. Ani pfitomnost

nejvyssi testované koncentrace nezpisobila dplnou inhibici rastu S. Enteritidis, pouze pro-

dlouzila lag-f4zi o 16,3 hodin ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 15- Uinek MAG Cg, na riist S. Enteritidis CCM 4420

5.1.6 Vliv MAG Cs. na rist Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303

Posledni testovanou gramnegativni bakterii byla Serratia marcescens subsp. marcescens
CCM 303. Z Obr. 16 je patrné, Zze monokaprylin nezplsobil vyraznou inhibici rastu pfi
74dné z testovanych koncentraci. Kultivaci bez ptitomnosti MAG Cg, bylo zjiSténo, Ze
S. marcescens ma velmi kratkou lag-fdzi a vyznacCuje se vysokou rtstovou rychlosti
2,62 h'' (Piiloha PI). S rostouci koncentraci rychlost ristu postupné klesala aZ na 0,62 h.

Koncentrace do 500 mg.I"' nesniZily ndriist o vice jak 4 %. S dal$im zvySovénim koncent-
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race na 1000 a 1500 mg.1" bylo dosaZeno 88 a 80% hustoty bakteridlni suspenze a pro-

dlouZeni doby lagu aZ na 1,7 hodin (1500 mg.1™").
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Obr. 16- Utinek MAG Cg.o na rast S. marcescens CCM 303

5.2 Vliv monokaprylinu na riist grampozitivnich bakterii

5.2.1 Vliv MAG Csg, na rist zastupci rodu Bacillus

Ze sporulujicich bakterii byl testovan vliv monoacylglycerolu kyseliny kaprylové na Bacil-

lus cereus CCM 2010 (Obr. 17), B. sphaericus CCM 1615 (Obr. 18) a B. subtilis subsp.

spizizenii CCM 4062 (Obr. 19). Koncentrace do 250 mg.l" nepuisobily inhibi¢né na riist

B. cereus. Maximélni hustota buné¢né suspenze nebyla sniZzena o vice jak 4 %, v nékterych

ptipadech (50 a 100 mg.I"") byla dokonce nepatrné vyssi.
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Obr. 17- U¢inek MAG Cg. na rist B. cereus CCM 2010
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Doba lagu se postupné prodluZovala a to aZ na 4,3 hodin p#i koncentraci 250 mg.1". V pro-
stfedi s 500 mg.I"" monokaprylinu bylo dosaZeno sniZeni bun&éné hustoty o 34 % s délkou
lag-faze 7 hodin. P¥ vysSich testovanych koncentracich 1000 a 1500 mg.I"' byla pozorovi-

na uplnd inhibice ristu B. cereus.

Obdobnych vysledkt bylo dosaZeno i u B. subtilis. Koncentrace do 100 mg.I"' nepisobily
negativné na riist, se zvySujici se koncentraci se nepatrné zvySovala hodnota maximélniho
naristu az na 113 %. Doba lag-faze byla prodlouzena na 3 hodiny. Vyraznéji byla doba
prodlouzena ptidavkem 250 a 500 mg.l'1 MAG Cs,p a tona 12 a 14,7 hodin. Souc¢asné byl
sniZen nartst o 10 % a koncentraci 500 mg.l" a7 o 47 %. Ristova rychlost (Pkloha PI)
klesala se zvy3ujici se koncentraci az do 250 mg.1" z piivodni 1,57 h™ na 0,72 h™", ale pii

500 mg.l" monokaprylinu dosdhla hodnoty 0,84 h™'. Vysii koncentrace zcela inhibovaly

rust B. subtilis.

A 16 B 120
110
14 100 |
12 90 |
80 |
0 70 |
8 60 |
50 |
6 40 -
4 30 |
2
0

A [h]
A [%]

20 ~
10

S S
SIS

QS O 0O L0 L
ESEESS

S}

S L &

& S ©

N

N
I koncentrace MAG Cg.o [mg.l""]

Obr. 18- Uinek MAG Cg, na riist B. subtilis CCM 4062

Treti testovand sporulujici bakterie B. sphaericus byla odolnéjsi vici monokaprylinu. Kon-
centrace do 100 mg.1" nesniZily riist o vice jak 7 % s mirnym prodlouZenim faze lagu na
1,4 hodin. V pfitomnosti monokaprylinu o koncentraci 250 mg.I"' zapo&al rist po 2,6 hodi-
ndch, ale i pfesto bylo dosazeno téméi shodného naristu jako bez ptidavku inhibi¢ni l4tky.
Koncentrace 500 mg.1" zpasobila sniZeni hustoty bakteridlni suspenze pouze o 10 %, ale
vyrazn¢ prodlouzila dobu lagu na 12,8 hodin. B. sphaericus byl schopen riistu i pfi ptidav-
ku 1000 mg.l'1 MAG Cg, do kultivaéniho média. V zavéru kultivace bylo dosazeno 69%

Vv

ndriistu i pres vyrazné prodlouZeni lagu na 16 hodin. Pfi nejvysSsi testované koncentraci
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nebylo zaznamendno zvysSeni optické denzity bunécéné suspenze, 1ze ji tedy povaZovat za

inhibi¢ni pro B. sphaericus.
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Obr. 19- U¢inek MAG Cy, na rtist B. sphaericus CCM 1615

5.2.2 Vliv MAG Csg. na rist Enterococcus faecalis

Rast v pfitomnosti monokaprylinu byl sledovan u kment Enterococcus faecalis CCM 4224
(Obr. 20), E. faecalis CCM 7247 (Obr. 21) a E. faecalis CCM 2665 (Obr. 22). Koncentrace
do 100 mg.I"" zpasobily sniZeni hustoty bakterialni suspenze E. faecalis CCM 4224 maxi-
maln€ o 11 %. Doba lagu nebyla prodlouzena o vice jak 1,6 hodin ve srovnani s kontrolou.
Pridavkem 250 mg.l'1 monokaprylinu bylo dosazeno téméf stejného efektu jako pii

100 mg.I"". P¥i koncentraci 500 mg.I"' bylo pozorovéano sniZeni nartstu o 19 %.
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Obr. 20- U¢inek MAG Cg. na rist E. faecalis CCM 4224
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V zivném médiu obsahujicim 1000 mg.I" MAG Cg byl E. faecalis CCM 4224 jesté scho-
pen rustu. Lag-faze byla prodlouZena na 8,6 hodin a v zavéru kultivace bylo dosaZzeno 55%

naristu. Nejvyssi testovana koncentrace piisobila zcela inhibi¢né.

Druhy testovany kmen E. faecalis CCM 7247 byl vii¢i monokaprylinu odolngjsi.
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Obr. 21- Uginek MAG Cg, na rist E. faecalis CCM 7247

Koncentrace do 1000 mg.I"' nezpisobily vyraznou inhibici riistu, kdy maximalni nérast
nebyl snizen o vice jak 12 %. Délka lag-faze byla prodlouzZena pouze na 2,1 hodin
v ptitomnosti 1000 mg.I" MAG Cg,. PHi pfidavku 1500 mg.I" monokaprylinu nebyl za-

znamenan rast kmene E. faecalis CCM 7247.

Posledni testovany kmen E. faecalis CCM 2665 byl inhibovan td¢inkem monokaprylinu

jesté ménd. Dokonce pii koncentraci 25 mg.I"! bylo pozorovano zvyseni naristu o 4 %.
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Obr. 22- U&inek MAG Cg.o na rist E. faecalis CCM 2665
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Koncentrace do 1000 mg.1"" nesniZily ndrtist o vice jak 9 %. Rostouci koncentrace zpiisobi-
ly nepatrné prodlouzeni délky lag-faze. Z piivodni hodnoty mensi nez 0,1 hodin byla pro-
dlouZena pouze na 1,6 hodin p#i koncentraci 1000 mg.1". V pfitomnosti monokaprylinu o
koncentraci 1500 mg.I"" nebyl zaznamenén rist ani u E. faecalis CCM 2665. Ristova rych-
lost (Pfiloha PI) srostouci koncentraci klesala. Nejvétsi snizeni bylo pozorovano u

E. faecalis CCM 7247 22,08 h"' na 0,51 h™'.

5.2.3 Vliv MAG Cs. na rast Micrococcus luteus CCM 732

Uéinky monokaprylinu o koncentracich 25 — 1500 mg.I" na rist Micrococcus luteus
CCM 3954 jsou zndzornény na Obr. 23. JiZ koncentrace 25 mg.l" zpisobila prodlouZeni

doby lagu z ptvodnich 0,7 hodin na 2 hodiny, ale v zavéru kultivace €inil narast 108 %.
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Obr. 23- Uinek MAG Cg, na riist M. luteus CCM 732

Koncentraci 50 mg.I"' byla lag-faze vice prodlouZena na 2,9 hodin s ndriistem 0 5 % vys-
Sim ve srovnani s kontrolou. Pfidavek monokaprylinu o koncentraci 100 mg.l'1 zptsobil
¢astecnou inhibici. Rist zapocal po 6,15 hodinach a dosahl 83% nértstu. Ristova rychlost
(Ptiloha PI) se pohybovala vrozmezi 0,41 — 0,47 h'. P vysSich koncentracich neZ
100 mg.I" nebyl zaznamendn rist M. luteus a 250 mg.l' MAG Cs, bylo oznageno jako

minimalni inhibi¢ni koncentrace.

5.2.4 Vliv MAG Cg, na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3653

Posledni testovanou bakterii s bunénou sténou grampozitivniho typu byl Staphylococcus

aureus CCM 3653 (Obr. 24). Pii koncentraci 25 mg.1" bylo dosaZeno téméf stejného na-
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rustu jako u kontroly bez MAG s mirnym prodlouZzenim lag-fize. Koncentrace 50 a
100 mg.l'1 zpusobily sniZeni hustoty bakteridlni suspenze o 12 a 8 % a doba lagu nepiesah-
la 2 hodiny. V p¥itomnosti 250 mg.I"" monokaprylinu bylo dosaZeno 80% néristu a dvojné-
sobné mnozstvi (500 mg.l'1 ) snizilo hustotu bakteridlni suspenze o 41 %. Vyrazné pro-
dlouZeni délky lag-faze bylo pozorovdno pii koncentraci 1000 mg.l”, a to na 14,8 hodin.

V zavéru kultivace nebylo dosaZeno ani polovi¢niho ndrdstu oproti kontrole. Pfi nejvyss

testované koncentraci bylo dosazeno tplné inhibice rustu S. aureus.

A 16 B 100 -
14 28*
12 70 -
— 10 — 60 -
= 8 & 50 -
<
X S
4 20 -
2 10
0 - 0
S O Q0 O 0 0L S S O QO O 0L L
VESTELESSS PESHSS S
koncentrace MAG Cg.o [mg.l™"] koncentrace MAG Cg.o [mg.l™"]

Obr. 24- Utinek MAG Cyg, na rtst S. aureus CCM 3653
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6 DISKUZE

Potraviny a kosmetické vyrobky podléhaji pii ziskavéani, vyrob¢, skladovani a distribuci
fyzikdlnim, chemickym a mikrobiologickym vlivim. Ty mohou mit za nasledek jednak
ekonomické ztraty, ale predevSim nebezpecné jsou mikrobidlni otravy z potravin. Za jis-
tych okolnosti mtze byt potravinami piendSena tada infekCnich nemoci, ale existuji i
takové infekce, které jsou spojovany vyhradné s konzumaci potravin (napf. listeridza, botu-
lizmus). Pro prodlouZeni udrznosti potravin byla vypracovana fada metod, které piredchazi
rustu mikroorganizmii (chlazeni, mrazeni, suseni ¢i pfidavek konzervacnich prosttedki),
anebo které usmrcuji bakterie (pasterace, sterilace) [37]. I pfesto, Ze antimikrobidlni
aktivita mastnych kyselin ve form¢ mydel je zndma odeddvna, v posledni dobé je hojné
diskutovanym tématem. Podnétem muze byt jednak zvySujici se rezistence bakterii vici
antibiotikiim, ¢i zména Zivotniho stylu konzumenti, ktefi se vice ptiklanéji ke konzervaci
piirodnimi prisadami.

Cilem této prace bylo sledovat rist bakterii in vitro v piitomnosti monokaprylinu, mono-
acylglycerolu kyseliny kaprylové, v rozmezi koncentraci 25 — 1500 mg.1l". K tomu byla
vybrdana automatizovand metoda meéfeni optické denzity v 30-ti minutovych intervalech
pomoci mikrotitra¢ni desticky. Pro lepsi porovnéani byly pomoci Gompertzova modelu vy-

pocitany ristové parametry.

Z vysledkl vyplyva, zZe chovani bakterii v piitomnosti monokaprylinu je velmi rGznorodé.
JiZ rozdilné sloZeni bunécné st€ény naznacuje mozné odliSné reakce na pridavek inhibicni
latky. Bakterie s bunécnou sténou grampozitivniho typu byly vici MAG Cg, citlivéjsi, kdy
nejvyssi koncentraci 1500 mg.l" bylo zamezeno ristu viech testovanych grampozitivnich
bakterii. U nékterych byla minimdlni inhibi¢ni koncentrace jesté nizsi. Pro dva zastupce
sporulujicich bakterii, Bacillus subtilis subsp. spizizenii a B. cereus, byla stanovena MIC

monokaprylinu na 1000 mg.I"". B. sphaericus dosahl pii této koncentraci 69 % ptvodniho

ndriistu, ovS§em mnoZeni bun¢ék bylo oddaleno o 16 hodin.

Vnimavost bakterii na monokaprylin se neli$i pouze v ramci rodu, jak tomu bylo u bacilt,
ale také v ramci druhu Enterococcus faecalis. Kmeny E. faecalis CCM 2665 a E. faecalis
CCM 7247 byly relativné odolnéjsi nez tfeti testovany kmen. Pfidavek monokaprylinu
v koncentracich do 1000 mg.I"" nesniZil maximdlni ndrist o vice jak 12 %. K dosaZeni ob-

dobného déinku u tfetiho kmene E. faecalis CCM 4224 postagilo 250 mg.l' MAG Cgy.
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Minimélni inhibi¢ni koncentrace pro viechny tii kmeny byla 1500 mg.l".
Z grampozitivnich koki byl d€inku monokaprylinu vystaven ddle Staphylococcus aureus
subsp. aureus a Micrococcus luteus. Obdobné¢ jako piedchozi koky i S. aureus byl schopen
rust 1 v kultivaénim médiu s 1000 rng.l'1 MAG Cs,. Lag-faze byla o 14,4 hodin delsi ve
srovndni s kontrolou a nebylo dosazeno ani polovicni hustoty bakteridlni suspenze.
V piitomnosti 500 mg.1" bylo dosaZeno témé&f 60% nariistu, ale Wakabayashi a kol. [29]
uvadi Zivotaschopnost jen 32 % bund&k. Dile navrhuji kombinaci s 1000 mg.l"" laktoferrici-
nu B, kdy byl rtst snizen pod 0,0013 %. Bergsson a kol. [10] uvadéji, Ze monokaprylin
nevykazuje baktericidni aktivitu proti S. aureus pfi koncentraci 10 mM (2183 mg.l") ve

srovnani s jinymi monoacylglyceroly.

M. luteus byl nejcitliveéjsi bakterii vii¢i monokaprylinu s minimdlni inhibi¢ni koncentraci
250 mg.I"". Ovsem piidavkem 25 & 50 mg.I! MAG Cg, byl riist mikrokoka stimulovén, ale

ne vice jako o 8 %.

Pro otestovani ucinki MAG je casto z grampozitivnich bakterii vybirdna Listeria

monocytogenes. Monokaprylin nevykazuje vyrazny inhibicni ¢i baktericidni ucinek, ale 1ze

jej zvysit kombinaci s kyselinou octovou [12].

U bakterii s bunécnou sténou gramnegativniho typu byl pozorovdan mensi inhibi¢ni tcinek.
Uplnd inhibice rlstu nastala pouze u tii ze sedmi testovanych gramnegativnich bakterii. Na
Obr. 25 je zndzornén maximalni narast gramnegativnich bakterii v relativnich % pii pouZziti

500, 1000 a 1500 mg.1" MAG Cgy.
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Obr. 25- U¢inek MAG Cjg. na rist gramnegativnich bakterii
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Piidavek 1500 mg.l'1 MAG Cg, zabranil rastu Citrobacter freundii, Pseudomonas fluo-
rescens a P. aeruginosa. V ptitomnosti 1000 mg.l'1 MAG Cs, byla u vSech tii bakterii vy-
razné prodlouZena lag-fize na vice jak 12 hodin. Nizké koncentrace 25 a 50 mg.l’
MAG Cs,y pusobily u C. freundii stimula¢n€, coz se projevilo zvySenim maximélniho
naristu do 30 %. Nepatrna stimulace témito koncentracemi byla pozorovéna také u S. Ente-
ritidis, ale neptfesdhla 6 %. Navic, ani nejvyssi testovand koncentrace nezpiisobila uplnou
inhibici S. Enteritidis, kdy bylo dosaZeno 35% néarustu oproti kontrole bez MAG. Obdob-
ného té¢inku dosahoval monokaprylin i v koncentraci 1000 mg.1", ale s krat$i dobou lagu.

Rust S. Enteritidis Ize inhibovat piidavkem 3000 mg.l" kyseliny kaprylové, jak uvédi
Sktivanova a kol. [22].

Upln4 inhibice ristu nebyla pozorovina ani u dal§ich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Escherichia coli byla druhou nejcitlivéjsi bakterii této Celedi, kterd v kultivaénim médiu
s 1500 mg.I"" MAG Cg, dosahovala pouze 23% naristu. Rist E. coli je mozné inhibovat
ptidavkem 2000 mg.l'1 kyseliny kaprylové nebo 5000 mg.I"' kaprinové, ostatni mastné ky-
seliny jsou neucinné [22]. P. mirabilis byl také pomérné odolnou bakterii vii¢i monokapry-
linu. Jako u jinych gramnegativnich bakterii byla v pfitomnosti 1500 mg.I" prodlouZena
fize lagu na vice jak 10 hodin. Zadny vyrazny inhibi¢ni t¢inek nebyl pozorovin ani u
Serratia marcescens subsp. marcescens, kterd byla z testovanych bakterii nejodolng;jsi.
Nejvyssi testovand koncentrace snizila nartst pouze o 20 %. K podobnému tcinku posta-
Govala u ostatnich gramnegativnich bakterii koncentrace 250 — 500 mg.I"', s vyjimkou

P. fluorescens.

Ve studiich, zabyvajicich se t¢inkem monoacylglycerol a mastnych kyselin, se ¢asto
objevuji také gramnegativni bakterie Helicobacter pylori a Neisseria gonorrhoeae. Mono-
kaprylin je uvddén jako nejméné ucinny MAG proti H. pylori, ptivodci chronického zanétu
Zaludku [28]. Podobné vysledky jsou publikovéany také pro N. gonorrhoeae [24], pohlavné
prendsenou bakterii. Nejvyssich baktericidnich Gc¢inkl proti obéma bakteriim bylo dosaze-

no pfi pouziti monokaprinu nebo monolaurinu.
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ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo sledovat vliv 1-monoacylglycerolu kyseliny kaprylové na rlst
bakterii, které mohou byt ptivodci alimentarnich onemocnéni, nebo které se podileji na
kaZeni potravin. Rust bakterii byl sledovdan 24 hodin méfenim optické denzity s pouZitim
mikrotitrani destiCky. Stanovend minimalni inhibi¢ni koncentrace piedstavuje koncentra-
ci, pifi které nebyla pozorovdna zména optické denzity. Vysledky lze shrnout

v nésledujicich bodech:

e 715 testovanych bakterii bylo dosaZeno uplné inhibice u 11 bakterii, z toho 8

grampozitivnich a 3 gramnegativnich

Vv s

¢ nejcitlivéjsi bakterii byl Micrococcus luteus s MIC 250 mg.l'1

vV,

® nejcitlivéjs$i bakterii s bunéénou sténou gramnegativniho typu byl Pseudomonas

fluorescens s MIC 1500 mg.1™

vV,

¢ nejodoln&jsi bakterii byla Serratia marcescens subsp. marcescens

e u Citrobacter freundii a Salmonella Enteritidis a Micrococcus luteus byla pozoro-
védna stimulace ristu p¥i koncentracich 25 a 50 mg.l"', u Bacillus subtilis subsp.

spizizenii i pii koncentraci 100 mg.1"!

Monokaprylin by se mohl uplatnit jako inhibi¢ni latka v potravinéfstvi ¢i kosmetickém
pramyslu predevSim proti grampozitivnim bakteriim. I piesto, Ze inhibi¢ni koncentrace
spliuje poZzadavek na nejvyssi povolené mnozstvi dané vyhlaSkou Ministerstva zdravotnic-

vV,

tvi €. 4/2008 Sb., v dostupné literatufe jsou popsany ucinnéjsi monoacylglyceroly.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP adenozintrifosfat

CCM Ceska sbirka mikroorganizmi
DAG diacylglycerol

HLB hydrophilic-lipophilic balance

HSV-2 herpes simplex virus typu 2
MAG monoacylglycerol
MAG Cgy monoacylglycerol kyseliny kaprylové

MAG Cy49 monoacylglycerol kyseliny myristové

MBC minimdlni baktericidni koncentrace
MIC miniméln{ inhibi¢ni koncentrace
MO mikroorganizmus

MPA masopeptonovy agar

MPB masopeptonovy bujén

RSV respiracni syncytidlni virus

TAG triacylglycerol
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PRILOHA P1: RUSTOVE PARAMETRY

Mikroorganizmus Koncent{ace Délka lag-faze | Max. hodnota | Rlstova {ychlost
[mg.1] (h] [%] [h]
0 0,99 100,0 1,89
25 1,17 100,9 1,52
50 1,69 104,6 1,46
B. cereus 100 2,11 102,1 1,16
CCM 2010 250 4,30 96,3 0,74
500 6,97 66,5 0,41
1000 NG NG NG
1500 NG NG NG
0 0,03 100,0 0,94
25 0,29 99,1 0,92
50 1,37 92,9 0,94
B. sphaericus 100 1,19 93,9 0,94
CCM 1615 250 2,60 99.9 0,82
500 12,80 90,1 0,70
1000 16,00 68,9 0,68
1500 NG NG NG
0 1,58 100,0 1,57
25 1,29 103,3 1,53
50 2,00 105,6 1,32
B. subtilis 100 2,95 113,4 1,34
CCM 4062 250 12,00 90,0 0,72
500 14,69 52,7 0,84
1000 NG NG NG
1500 NG NG NG
0 0,31 100,0 1,09
25 0,37 128,6 1,02
50 0,42 124,5 0,89
C. freundii 100 0,40 97,7 0,67
CCM 7107 250 0,97 85,3 0,57
500 1,93 68,6 0,40
1000 12,04 50,5 0,35
1500 NG NG NG
0 0,73 100,0 1,42
25 0,83 97,1 1,17
50 0,82 99,6 1,21
E. coli 100 0,77 92,7 1,02
CCM 3954 250 1,58 79,3 0,91
500 2,67 57,3 0,57
1000 13,13 41,3 0,40
1500 20,37 23,2 0,56




Mikroorganizmus Koncent{ace Délka lag-faze | Max. hodnota | Rlstova {ychlost
[mg.1] (h] [%] [h]
0 0,01 100,0 2,08
25 0,10 100,3 1,48
50 0,15 95,9 1,32
E. faecalis 100 0,15 95,0 1,36
CCM 7247 250 0,42 90,3 1,21
500 0,61 89,9 1,05
1000 2,11 88,2 0,51
1500 NG NG NG
0 0,06 100,0 2,09
25 0,08 103,7 1,62
50 0,14 97,9 1,67
E. faecalis 100 0,15 98,4 1,34
CCM 2665 250 0,36 95,1 1,41
500 0,51 914 0,99
1000 1,63 91,8 0,71
1500 NG NG NG
0 0,74 100,0 1,41
25 1,92 90,5 1,19
50 1,46 94,8 1,14
E. faecalis 100 2,31 89,4 1,16
CCM 4224 250 2,23 90,7 1,02
500 2,80 81,3 0,83
1000 8,58 55,2 0,44
1500 NG NG NG
0 0,74 100,0 0,47
25 2,00 108,0 0,42
50 2,85 104,6 0,45
M. luteus 100 6,15 83,4 0,45
CCM 732 250 NG NG NG
500 NG NG NG
1000 NG NG NG
1500 NG NG NG
0 0,93 100,0 1,09
25 2,30 97.5 1,06
50 2,43 95,3 1,01
P. aeruginosa 100 2,57 96,0 0,96
CCM 3955 250 3,27 86,5 0,82
500 5,05 82,9 0,62
1000 16,19 54,8 0,59
1500 NG NG NG




Mikroorganizmus Koncengace Délka lag-faze | Max. hodnota Rﬁstové{ychlost
[mg.I"] (h] [%] [h]
0 0,01 100,0 1,37
25 0,06 100,0 1,38
50 0,42 97,7 1,22
P. fluorescens 100 0,70 100,0 1,13
CCM 2798 250 0,86 94,9 0,90
500 1,21 91,4 0,86
1000 21,56 45,1 0,60
1500 NG NG NG
0 0,21 100,0 1,64
25 0,12 99,5 1,08
50 0,19 99,6 1,12
P. mirabilis 100 0,25 98,3 1,16
CCM 7188 250 0,09 94,9 1,00
500 0,85 77,6 0,86
1000 4,50 439 0,56
1500 11,00 38,0 0,79
0 0,36 100,0 1,19
25 1,25 99,1 0,96
50 1,99 87,7 0,97
S. aureus 100 1,45 92,4 0,87
CCM 3653 250 3,17 79,7 0,75
500 4,74 58,9 0,55
1000 14,80 47,3 0,33
1500 NG NG NG
0 0,39 100,0 1,19
25 0,69 105,9 0,87
50 1,17 106,3 0,81
S. Enteritidis 100 1,04 100,3 0,84
CCM 4420 250 1,29 89,6 0,66
500 2,60 66,4 0,47
1000 8,58 34,8 0,42
1500 16,70 35,4 0,43
0 0,0001 100,0 2,62
25 0,002 99,1 2,75
50 0,003 97,0 2,45
S. marcescens 100 0,04 97,6 2,15
CCM 303 250 0,15 96,7 1,84
500 0,59 96,3 1,12
1000 0,84 87,6 1,19
1500 1,73 80,4 0,63




PRILOHA PII: RUSTOVE KRIVKY VYBRANYCH
GRAMNEGATIVNICH BAKTERI{

PII A: Vliv monokaprylinu na rast Escherichia coli CCM 3954

1,400
1,200
,nnle
1,000 v"‘””fgr_";x
R ] """ “ XX
“H" &I XX % X
_ [ ] X X
£ [ ] ¥ X
2 0,800 w20 x%8
g "- XX" X
= "n"xxx§o’ x X
g 0,600 R fﬁe’QxX*X
e X *
© n QQQ&X§§;*XX .0000””.
X X X o
n X o
0,400 - i .,..000000000”
X *
ﬂiix *° +++++++++
i S
0,200 %X oee ++++++
+
0,000
0 5 10 15 20 25
# Kontrola ® 25 mg/l 4 50 mg/l X 100 mg/l X 250 mg/l ¢ 500 mg/l + 1000 mg/1 — 1500 mg/l Cas [hodiny]

PII B: Vliv monokaprylinu na rist Citrobacter freundii CCM 7107
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PRILOHA PIII: RUSTOVE KRIVKY VYBRANYCH
GRAMPOZITIVNICH BAKTERI{

PIII A: Vliv monokaprylinu na rast Micrococcus luteus CCM 732
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PIII B: Vliv monokaprylinu na rist Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062
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