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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva inhibicnim plsobenim vybranych monoacylglyceroli
a esencialnich oleji na bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou. Teoreticka ¢ast zahrnuje Ctyti
kapitoly, které pojedndvaji o problematice biogennich amintli, dekarboxyldzové aktivité
mikroorganizmii, monoacylglycerolech ¢i esencidlnich olejich. Tyto teoretické poznatky
jsou déle uplatnény v praktické ¢asti, ve které byly sledovany inhibi¢ni u¢inky vybranych 1-

monoacylglyceroll a esenciadlnich olejli na riist grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, monoacylglyceroly, esencidlni oleje, dekarboxyldzova

aktivita, inhibi¢ni plisobeni

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the inhibitory effect of selected monoacylglycerols and
essential oils on bacteria with decarboxylase activity. The theoretical part includes four
chapters which deal with the issue of biogenic amines, decarboxylase activity of
microorganisms, monoacylglycerols or essential oils. These theoretical findings are further
applied in the practical part, in which the inhibitory effects of selected 1-monoacylglycerols
and essential oils on the growth of gram-positive and gram-negative bacteria were

monitored.

Keywords: biogenic amines, monoacylglycerols, essential oils, decarboxylase activity,

inhibitory effect
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UvVOD

Biogenni aminy jsou bazické dusikaté slouceniny odvozené od aminokyselin. Bézn¢ se
podileji na metabolickych procesech v zivych tkénich a vykazuji rizné biologické ucinky.
Mohou byt syntetizovany mikrobidlnim, rostlinnym nebo zivo¢isSnym metabolizmem.
V potravindch a napojich jsou biogenni aminy produkovéany piedevSim mikrobialni
dekarboxylaci aminokyselin. Pro jejich vznik je nutna pfitomnost volnych aminokyselin,
bakterii obsahujicich dekarboxylazy a zajisténi podminek, pii kterych mohou bakterie riist
a syntetizovat dekarboxyldzy. Ve vysSich koncentracich se tyto slouceniny vyskytuji ve
fermentovanych vyrobcich. Prili§ vysoké hladiny biogennich aminti v potravinach jsou
zndmkou kaZeni a mohou vést k otravam. Jejich nadmérnd konzumace muize u ¢loveka

zpisobit nekolik zdravotnich problémd, jako je napt. hypertenze, bolest hlavy a nevolnost.

Monoacylglyceroly patii mezi parcidlni estery glycerolu, u nichZz je jedna hydroxylova
skupina esterifikovdna mastnou kyselinou se stfedné¢ dlouhym ¢i dlouhym fetézcem.
Vzhledem k jejich povaze jsou fazeny mezi amfifilni latky, které nachdzi uplatnéni
pfedevs§im jako emulgatory a stabilizatory v potravinafstvi. Tyto slouCeniny se vyuzivaji
rovnéz v kosmetickém a farmaceutickém prumyslu. Monoacylglyceroly jsou zndmy také pro
jejich antimikrobni ucinky. Bylo zjisténo, ze grampozitivni bakterie jsou k t€émto latkam

citlivéjs$i nez gramnegativni bakterie.

Esencidlni oleje jsou koncentrované vonné tékavé latky, které jsou ziskdvany nejCastéji
z rostlin. Jejich sloZky spadaji predevSim do dvou odlisnych chemickych tiid — terpenti
a fenylpropanoidi. Tyto latky jsou pouzivany zejména v kosmetickém, farmaceutickém c¢i
potravinaiském primyslu. Esencidlni oleje, stejné jako monoacylglyceroly, vykazuji
antimikrobidlni aktivitu, kterd tzce souvisi s jejich chemickym slozenim a obsahem

jednotlivych sloZek. Obecné jsou u€inngjsi proti grampozitivnim bakteriim.

Prakticka cast je zaméfena na studium ucinki monoacylglyceroll a esencidlnich olejt jako
antimikrobidlnich latek, které mohou byt pouZity v oblasti potravinaiského ¢i kosmetického

primyslu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika a vznik biogennich aminii

Biogenni aminy (BA) jsou bazické dusikaté slouceniny tvofené predevsim dekarboxylaci
aminokyselin nebo aminaci a transaminaci aldehydt a ketonii. Jedna se o organické baze
s nizkou molekulovou hmotnosti, které jsou syntetizovany mikrobialnim, rostlinnym nebo
zivocisnym metabolizmem. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto aminy tvofeny pisobenim zivych
organizmu, oznacuji se jako biogenni. V potravinach a ndpojich jsou BA produkovany

pfevazné mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin [1, 2, 3].

Pti dekarboxylaci se uplatiuji jako katalyzatory enzymy dekarboxyldzy a béhem této reakce
dochdzi k odstranéni karboxylové skupiny z pfislusnych aminokyselin. Princip
dekarboxylace je znazornén na Obrazku 1. Dekarboxylazy jsou tedy bud’ pfirozenou soucasti
zivocisnych a rostlinnych organizmi, nebo jsou mikrobidlniho plivodu, coz je Castéjsi.
Mikroorganizmy, které vykazuji dekarboxyldazovou aktivitu, se dostavaji do potravin

spontanng, nebo jsou do potravin ptidavany zamérné [2, 4].

enzym
dekarboxylaza

f |
R—C—COOH —> R—C|:—H + COy
NH; NH,

aminokyselina biogenni amin oxid uhliity

Obrazek 1 Dekarboxylace aminokyselin [5]
Dtlezitymi ptedpoklady pro tvorbu biogennich amint mikroorganizmy jsou:
e dostupnost volnych aminokyselin (ne vzdy ale vede k produkci amint),
e pfitomnost dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganizmd,
e podminky, kter¢é umoznuji rist bakterii, dekarboxyldazovou syntézu
a dekarboxylazovou aktivitu [1].
1.2 Rozdéleni biogennich amini

Aminy jsou organické derivaty amoniaku, které se odvozuji ndhradou jednoho ¢i vice atomil

vodiku za uhlikaté zbytky (alkylové nebo arylové skupiny). Vzhledem k poctu uhlikatych
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substituentl ptfipojenych k atomu dusiku je mtizeme dé€lit na primarni, sekundarni a terciarni

(3, 6].

Na zakladé¢ chemické struktury miizeme BA rozdé€lit na alifatické (napi. putrescin,
kadaverin, spermin a spermidin), aromatické (napf. tyramin a fenylethylamin)
a heterocyklické (napt. histamin a tryptamin). Také vSak mohou byt klasifikovany podle
poctu aminovych skupin jako monoaminy (fenylethylamin, tyramin, histamin a tryptamin),
diaminy (kadaverin a putrescin), ¢i polyaminy (spermidin a spermin). Rozdé€leni vybranych
BA v souladu s jejich chemickou strukturou je uvedeno na Obrazku 2 [3, 7].

Aliphatic, diamine Aliphatic, polyamine

H
H 2NW N MNH
,-’W-" Z
NH, HNT N T
H

Putrescine

Spermine

Aliphatic, diamine Aliphatic, ﬁofyami‘ne
W
HaM MHz HENWNWNHE

Cadaverine Spermidine

Aromatic, monoamine Heterocyclic, monoamine

NH, N NHz

Histamine
Tyramine

Heterocyclic, monoamine

Aromatic, monoamine

NH,
) NH,
S g

Phenylethylamine Tryptamine

Obrazek 2 Klasifikace vybranych biogennich amint na zaklad¢ jejich

chemické struktury [7]

Nézvy mnoha biogennich aminli odpovidaji ndzvim jejich plvodni aminokyseliny.
Napftiklad histamin vznikd z histidinu, tyramin z tyrosinu, agmatin z argininu,
fenylethylamin z fenylalaninu a tryptamin z tryptofanu. Na Obrazku 3 je znazornéna

metabolicka cesta tvorby BA [3].
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HO
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Obrazek 3 Mechanizmus vzniku biogennich amini [3]

1.3 Vyskyt biogennich amina v potravinach

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfirozenymi slozkami riiznych potravin, ale

vznikaji rovnéz vlivem nékterych procest béhem zpracovani potravin, napiiklad plisobenim

enzymu €1 vysokych teplot. Vyskytuji se také ve vétSim mnoZstvi ve fermentovanych

potravindch a jsou vysledkem c¢innosti mikroorganizmi. Mezi potravinaiské vyrobky
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s obsahem BA lze zatradit rybi produkty, masné vyrobky, mlé¢né vyrobky, vino, pivo,

zeleninu, ovoce, ofisky a ¢okoladu [1, 8].

Celkové mnozstvi a rozmanitost vytvorenych amint siln¢ zavisi na povaze potraviny
a pritomnosti mikroorganizmii. Béhem pfipravy fermentovanych potravin se do potravin
zamérn¢ piidavaji rizné druhy mikroorganizmu a nékteré z nich maji schopnost tyto aminy
produkovat. V Cerstvych potravinatrskych vyrobcich se vyskytuji BA endogenniho ptivodu
apouze v nizkych koncentracich. Jejich pfitomnost je vSak uzce spojena s mikrobidlni
aktivitou. Kdyz je hladina BA v potravinach pfiliS vysoka, jedna se o znamku kazeni a mtze
dochdazet k otravam. Biogenni aminy mohou vznikat ptisobenim kontaminujici mikroflory
béhem skladovani pfedevsim v rybach a mase, ale také pti nevhodném skladovani ovoce,

zeleniny a hub. Mnozstvi BA je proto mozné vyuzit jako tzv. indikator Cerstvosti [1, 3, 8].

Nejvyznamnéj$imi BA vyskytujicimi se v potravinach jsou histamin, tyramin, putrescin,
kadaverin, tryptamin a fenylethylamin, které pochdzi z prekurzorovych aminokyselin
histidinu, tyrosinu, ornithinu, lysinu, tryptofanu a fenylalaninu v pfislusném potadi. Tvorba
BA je specificka pro jednotlivé druhy. Putrescin a kadaverin byly zjiStény ve vyznamnych
koncentracich ve fermentovaném mase a rybach. Tyramin je Uidajné pficinou intoxikace
jidlem, ktera je bézné spojena se zrajicimi syry. Histamin, putrescin, kadaverin, tyramin,

fenylethylamin a tryptamin jsou ¢asto detekovany ve fermentovanych vyrobcich [3].

Ptijem nizkého mnozstvi BA skrze potraviny obvykle nema Skodlivy ucinek na zdravi a tyto
aminy mohou byt detoxikovany aminooxiddzami pfitomnymi ve stfevé. Také vSak miize
dochézet k jejich transformaci na toxické metabolity, které jsou zodpovédné za zdvazné
problémy u ¢lovéka. To nastava, kdyz je jejich mnozstvi v potravinach pftili§ vysoké, nebo
kdyZ je detoxikaéni schopnost inhibovédna ¢i naruSena. PozZiti BA v mnoZstvi nad 40 mg
v jidle mize vyrazné zvysit riziko otravy jidlem. Otravy jidlem jsou obecné toxikologicky
spojovany s histaminem a tyraminem. Dal$i aminy, jako napfiklad putrescin, kadaverin
a fenylethylamin, jsou ale také dulezité, protoze mohou zesilovat nezadouci ucinky
histaminu. Ostatni aminy mohou tvofit karcinogenni nitrosaminy, které vznikaji reakci
sekundarnich nebo tercidrnich amind s nitrosaénim c¢inidlem. Obecné Ize N-nitroso
slouCeniny vytvaret béhem skladovani, konzervace a vafeni interakci aminokyselin
s nitrosacnimi ¢inidly, jako jsou dusitany a oxidy dusiku [1, 2, 3].

PrestoZe jsou v potravinafstvi BA povazovdny za nebezpecné, v evropskych pravnich
pfedpisech neexistuje prahova hodnota pro tyto biomolekuly s vyjimkou histaminu

v produktech rybolovu. Pokud jsou pfitomny ve vysokych koncentracich, mohou mit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

toxikologické u¢inky, coz zptisobuje zdravotni problémy u spotiebitelil, zejména u citlivych
jedincti. Proto je pro zlepSeni kvality a bezpecnosti potravin dilezita znalost téchto

dusikatych sloucenin [3].

1.4 Vyznam biogennich aminii v organizmu a jejich toxicita

Biogenni aminy jsou zdroje dusiku a prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidd,
nukleovych kyselin a proteini. Maji mnoho dilezitych biologickych funkeci. V nervovém
systétmu Cloveéka slouzi jako neurotransmitery, které se podili na nervovém pienosu.
Nedostatek téchto neurotransmiterd miize zpasobit duSevni poruchy, jako je détsky
autizmus, poruchy spanku, deprese a Parkinsonova nemoc. Stanoveni specifickych roli
aminll je obtizné vzhledem k jejich komplikovanym interakcim a slozitosti nervového
systému. Mnoho jejich funkci tedy nebylo zcela vysvétleno. Biogenni aminy nachézi
uplatnéni rovnéz v kardiovaskularnim systému pfi fizeni krevniho tlaku, v regulaci télesné
teploty a traveni. Mimo jiné hraji zasadni roli ve stabilizaci bunééné membrany, imunitnich
funkcich ¢i prevenci chronickych onemocnéni, diky podilu na syntéze vyse zminénych
nukleovych kyselin a bilkovin. Tyto slou€eniny se realizuji kromé toho i v regulaci ristu

a plni tlohu mediatord zanétu [3, 9].

Spermin a spermidin se nachdzeji predevS§im véazané na polyanionické molekuly jako je
DNA, RNA, ATP a fosfolipidy. Podili se na regulaci riistu a proliferaci buné€k, na regulaci
transkripce DNA, translaci RNA, biosyntéze proteint a dalSich. Hraji roli pfi rlstu, zrani
a regeneraci stievnich bunék. Spermidin dale fidi intracelularni pH a objem. Bylo zjiSténo,
ze spermin 1 spermidin jsou Skodlivé pro zdravi. U laboratornich zvitat vedlo jejich podavani
k akutnimu poklesu krevniho tlaku, respira¢nim potiZim a nefrotoxicité. Podileji se také na
karcinogenezi, invazi nadoru a metastdzach. Ackoliv jsou vysoké hladiny sperminu
a spermidinu spojeny s témito potenciadlnimi zdravotnimi riziky, nebyly dosud stanoveny

jejich zdkonné limity v potravinach [3, 9].

Kromé sperminu a spermidinu jsou do syntézy DNA, RNA a proteini zapojeny také
kadaverin a putrescin. Putrescin pfispiva k ristu bunék, bunéénému déleni a rovnéz ke
vzniku nadoru, protoze predchéazi sperminu a spermidinu. Kadaverin se taktéz ujima vzniku
diamint ¢i polyamini a slouZi k regulaci riistu. Ac¢koliv ma kazda bunka urcitou schopnost
syntetizovat polyaminy, zdd se, Ze télo také spoléhd na nepfetrzity pifisun polyamini

z potravin. VétSina z nich neni zachovéana ve stfevni tkani, ale distribuovana do raznych
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organt v téle. Je pravdépodobné, Ze existuje tzv. pool pro polyaminy, z n€hoz jsou v piipade

potteby kontrolovanym zpliisobem uvoliiovany [1, 3, 9].

Histamin se ujima nékterych funkci souvisejicich s vyrovnavanim télesné teploty a regulaci
objemu zaludku, pH zaludku a mozkovych aktivit, protoZe se podili na zakladnich funkcich,
jako je neurotransmise a vaskularni propustnost. Hraje vSak také roli pfi zahdjeni alergické
reakce a snizuje krevni tlak. Tyramin fidi n€kolik fyziologickych reakci, jako je zvySeni

krevniho tlaku, vazokonstrikce. Histamin 1 tyramin patii mezi medidtory zanétu [1, 9].

Serotonin, jeden z kliCcovych neurotransmiterti centralniho nervového systému (CNS), se
uplatituje v mnoha kritickych fyziologickych mechanizmech, jako jsou poruchy nalady,
spanek, regulace chuti k jidlu, sexudlni chovani ¢i regulace prutoku krve v mozku. Jako
neurotransmiter v lidském CNS funguje i1 fenylethylamin a tryptamin, ktery zaroven slouzi

1 jako neuromodulétor. Fenylethylamin i tryptamin zvysuji krevni tlak [1, 9].

Agmatin ma né¢kolik funkci, jako je regulace syntézy oxidu dusnatého, ucastni se

metabolizmu polyaminti a dalsi [9].

Ikdyz se BA podileji na n€kolika biologickych ¢innostech, nadmérny peroralni piijem téchto
molekul mize zplsobit u ¢lovéka nékolik zdravotnich problémi, zejména pokud jsou
uzivany v kombinaci s alkoholem a antidepresivy. Rovnéz mohou byt tyto slouCeniny
rizikem pfi dalSich zdravotnich komplikacich, naptiklad pfi zhorSené funkci jater, kdy je
porusen proces Stépeni BA. Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (The European Food
a tyramin, protoZe jejich konzumace ve vysokych koncentracich miiZze u urcitych jedinct
zpisobit zdravotni problémy jako je hypertenze, bolest hlavy, buSeni srdce a zvraceni. Mezi
dalsi potize lze zaradit nevolnost, prijem ¢i bolesti bficha a vyvolavaji rovnéz vyrazku
a svédéni. Pro kontrolu koncentrace BA v potravinich muze byt regulovdna aktivita
dekarboxyldz aminokyselin. Uroven toxicity se li§i v zavislosti na mnozstvi pozitych
biogennich aminu a citlivosti ¢lovéka. Existuji dva zplsoby detekce biogennich amintl.
Prvnim zplisobem se detekuji mikroorganizmy, které maji schopnost produkovat BA

a druhym zpiisobem je piima kvantifikace [2, 8, 10].

Lidské télo je vybaveno specidlnim detoxikacnim systémem. Hlavni systém se sklada ze
dvou odlisnych enzymi, monoaminooxidazy (MAQ) a diaminooxidazy (DAO). Biogenni
aminy pfijaté potravou v malém mnoZstvi jsou timto systémem metabolizovany ve stfevech.

Histamin v§ak mtize byt detoxikovan i metylaci ¢i acetylaci. Mira schopnosti detoxikace BA
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je velmi individualni. Pokud dojde k selhani detoxika¢niho systému (nadmérné mnozstvi
v potravé, oslabeni vlivem inhibitori monoaminooxiddz), BA se dostanou do krevniho

ob¢hu a dochéazi k mnoha nezéddoucim u¢inktim v organizmu [4, 10].
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2 MIKROORGANIZMY S DEKARBOXYLAZOVOU AKTIVITOU

2.1 Dekarboxylazova aktivita mikroorganizmii

Prestoze se dekarboxylazy aminokyselin u bakterii pfiliS nevyskytuji, pro nékteré
mikroorganizmy byla popsana schopnost tvotit BA. Druhy mnoha rodu, jako je Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Photobacterium a mlécné bakterie — napiiklad Lactobacillus, jsou schopny

dekarboxylovat jednu nebo vice aminokyselin [1, 11].

Pro vznik BA je nutnd pfitomnost volnych aminokyselin, bakterii obsahujicich
dekarboxyldzy a nezbytné je také zajiSténi podminek, pfi kterych bakterie mohou rist
a syntetizovat dekarboxylazy. Jelikoz jsou druhy a kmeny rtiznorodé, jsou rizné i optimalni
podminky pro tvorbu BA, jako je naptiklad teplota, pH, pfistup kysliku ¢i obsah soli.
Mnozstvi a typ vzniklych aminl v potravinach zdvisi na povaze vyrobku a na pfitomnych

mikroorganizmech [11, 12].

Produkce BA byla popsana u nékterych mikrobidlnich skupin souvisejicich s potravinami,
zejména fermentovanymi potravinami, jako jsou syry. Hlavnimi producenty BA v syrech
jsou grampozitivni bakterie, napiiklad bakterie mlé¢ného kvaSeni (BMK) (Lactobacillus,
Enterococcus), vétSina gramnegativnich bakterii popsanych jako obvyklé kontaminanty
mléka — Enterobacteriaceae (Escherichia, Salmonella, Enterobacter) a psychrotrofni

bakterie (Pseudomonas) [13].

Obecné jsou mezi gramnegativnimi bakteriemi nejvyznamnéj$imi producenty histaminu,
kadaverinu a putrescinu mikroorganizmy zplsobujici kaZeni, fadici se k enterobakteriim ¢i
pseudomonadam. Rod Photobacterium se Casto spolecné s Aeromonas hydrophila
a enterobakteriemi, jako je naptiklad Morganella morganii a Enterobacter aerogenes, podili
na akumulaci histaminu v rybach a moiskych produktech. Biogenni aminy produkované
enterobakteriemi mohou byt také nalezeny ve fermentovanych klobdsach, mase a syrech

[14].

Schopnost produkovat BA je rozSifenda 1 mezi grampozitivnimi bakteriemi.
Dekarboxylazova aktivita byla nalezena u kmena patficich do rodt Staphylococcus
a Bacillus. Pozornost se vSak zamétuje zejména na BMK, které jsou bézné pifitomny ve
zrajici mikrobiot¢ né€kolika fermentovanych potravin. Ve skute¢nosti BMK mohou

produkovat histamin, kadaverin, putrescin, ale jsou predevSim nejvyznamnéjSimi
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producenty tyraminu. Tyrosin-dekarboxylaza BMK je Casto schopna dekarboxylovat také
fenylalanin (produkujici 2-fenylethylamin), ale s mensi u¢innosti ve srovnani s tyrosinem.
Tato schopnost byla potvrzena nékolika autory, kteii také zduraznili, Ze fenylalanin byl
pouzit enzymem jako substrat pouze v ptipad¢, Ze tyrosin nebyl k dispozici. Dekarboxyla¢ni
kmeny Lactobacillus curvatus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Lactobacillus
fermentum, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus paracasei byly

izolovany ze syra, masa a klobas s vysokym obsahem BA [14].
2.2 Charakteristika vybranych bakterii

2.2.1 Rod Lactococcus

Laktokoky jsou grampozitivni, mezofilni, fakultativné anaerobni koky o velikosti 0,5 az 1,5
um, které se vyskytuji ve dvojicich nebo fetizcich. Radi se k homofermentativnim bakteriim
mlécného kvaseni, protoze hlavnim produktem jejich metabolizmu je L (+) kyselina mlé¢na.
Jsou hojné rozsiteny v ptirodé, predevsim tam, kde probiha spontanni kvaseni biologického
materialu (mléko, rostliny). Vyuziti nachazi v mlékatském pramyslu, kde se pouzivaji jako

zakysové kultury pii vyrobé zakysanych mlék, smetan, masla, tvarohti ¢i syrt [15, 16].

Rod Lactococcus byl vy€lenén z rodu Streptococcus a zahrnuje nehemolyzujici, nepatogenni
druhy. Mezi laktokoky se fadi sedm druhli — Lactococcus lactis (poddruhy cremoris, lactis
a hordniae), L. garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis, L. chungangensis a L.
fujiensis. Druhova identifikace je zaloZena na fyziologickych, chemotaxonomickych
a molekularné biologickych kritériich. V praxi je Casto obtizné rozliSovat mezi L. lactis a L.
garvieae, proto je pro spolehlivé uréeni nezbytna molekularné biologicka identifikace [16,

17].

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis
subsp. cremoris. L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris jsou laktokoky tradi¢né
pouzivané v mlécnych aplikacich. Hlavnim rozdilem mezi danymi poddruhy je tolerance
soli a schopnost hydrolyzovat arginin. Oba tyto znaky jsou typické pro L. lactis subsp. lactis,
ale chybi v ptipadé poddruhu cremoris. Diacetyl produkujici varianty L. lactis subsp. lactis

jsou Casto oznaCovany jako biovar. diacetylactis [15, 16].

Neékteré druhy maji schopnost produkovat bakteriociny, které inhibuji grampozitivni

bakterie. Nisin je Sirokospektralni lantibioticky bakteriocin produkovany L. lactis a jediny
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bakteriocin, ktery byl pfijat jako potravinafskd pridatnd latka (E234) pro kontrolu

kontaminujicich grampozitivnich bakterii [15, 16].
Mikroorganizmy testované v diplomové praci:
e Lactococcus lactis subsp. lactis,

e Lactococcus lactis subsp. cremoris.

2.2.2 Rod Enterococcus

Enterokoky patii mezi grampozitivni, nesporulujici, fakultativné anaerobni koky o velikosti
0,8 az 1 pum, vyskytujici se bud’ samostatné, ve dvojicich ¢i ve formé kratkych fetézci.
Nekteré jejich druhy mohou byt pohyblivé. Vzhled bunék je od ovalnych az po protahlé
koky na zdkladé¢ pouzit¢ho kultivacniho média. Enterokoky maji pouze anaerobni
katabolicky metabolizmus a vytvari kyselinu mlécnou jako skoro jediny produkt
metabolizmu cukrl. Proto se fadi mezi homofermentativni mlécné bakterie, stejné jako
laktokoky. Enterokoky byly diive zatazeny do rodu Streptococcus pod skupinou D, jelikoz

nékteré z nich nesou ve své bunééné sténé skupinovy antigen D [15, 17, 18, 19].

Rod Enterococcus se vyznacuje svou odolnosti vi¢i neptfiznivym podminkdm zevniho
prostiedi. Zastupci tohoto rodu rostou v teplotnim rozmezi 10 az 45 °C, rovnéZ na pidach
s obsahem 6,5 % NaCl ¢1 40 % zluci a pti pH 9,6. Obvykle je snaSeno také zahtati na 60 °C
po dobu 30 min [18].

Enterokoky se vyskytuji predev§im v travicim traktu lidi a zvifat a jsou pravidelnou soucasti
stievni flory. Jsou vSak pfitomny rovnéz v mléce a mlé¢nych vyrobcich. V pitné vodé maji
funkci jako indikdtory cCerstvého fekalniho zneciSténi. Obvyklymi zastupci jsou
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Enterococcus faecalis se vyskytuje ve stieve,
nicméné je 1 dileZitym patogenem, ktery ma pomérné vysokou rezistenci na antibiotika. Je
puvodcem cystitid, vaginitid, hnisavych procest na kiizi a dalSich. Enterococcus durans je

zodpoveédny za typickou tvorbu chuti v syrech [15, 16, 19].
Mikroorganizmy testované v diplomové praci:
e FEnterococccus durans,

e Enterococcus faecalis.
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2.2.3 Rod Salmonella

Rod Salmonella se fadi mezi gramnegativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni tyc¢inky,
které jsou vétSinou pohyblivé. TyCinky maji rovny tvar a dosahuji velikosti 0,7 —1,5%x2 -5
um. Rostou v rozmezi teplot 5 az 47 °C. Pro mnozeni je vyzadovana aktivita vody minimalné
0,93, ale prezivaji i v suSenych potravindch. V mrazenych potravinach mohou ptezivat
dokonce i n¢kolik mésict. K jejich zniceni je potieba zdhiev po dobu 15 az 20 minut na
teplotu 60 °C. Nizké pH a dusitany (NaNO2) vykazuji pro tento rod inhibi¢ni ucinky.

Salmonely nejsou naro¢né na kultivacni média [15, 18].

Vnéjsi membrana salmonel nese nepfehledné mnozstvi antigend (O-antigeny) a znacné
mnozstvi antigenti bic¢ikd (H-antigeny). Pro vyjadieni nepravidelnosti v taxonomii se pro
praxi zachovava oznaceni sérovart, ale nepisi se kurzivou a na zacatku nazvu nesou velké
pismeno. Salmonely se tedy rozdéluji na sérovary podle antigent. Ze stovek izolovanych
salmonel nakonec zbyly dva druhy, ze kterych je vyznamna Salmonella enterica subspecies
(S. enterica subsp. enterica ser. Typhi), Paratyphi A, Paratyphi B, Enteritidis
a Typhimurium. Mezi nejrozsifencjsi sérovar se zatazuje Salmonella enterica subsp.

enterica ser. Enteritidis [15, 20].

Veskeré druhy tohoto rodu vykazuji pro ¢loveka patogenitu. Nékteré jsou pticinou tyfovych
onemocnéni, jiné zpasobuji otravy z potravin. Jednotlivé sérovary obvykle nesou nazev
pravé podle onemocnéni, které zpiisobuji. Kromé toho mlize byt odvozen i z mista izolace
a dal8i. Salmonely zodpovidaji za produkci n€kolika typd toxini. Mezi endotoxiny patii
lipopolysacharidovy endotoxin, ktery se vaze na bunécnou sténu. Déle produkuji dva typy
exotoxint, prvnim z nich je cytotoxin (shigalike toxin) a druhym je enterotoxin (choleralike)

[15].

Zdrojem nédkazy jsou nejcastéji divoka zvitata (ptaci, hlodavci), ¢i krmiva. Pfenos na ¢lovéka
byvéa zprostiedkovan potravinami zivociSného puvodu. Jednd se o kontaminované
nedostatecné tepelné opracované potraviny zivocisného pivodu, kdy pii vyrobé bylo pouzito
maso, mléko nebo vejce nemocnych zvifat. Suroviny v§ak mohou byt kontaminovany také
jinym zptsobem a k namnoZeni salmonel miZze pfispét nevhodné skladovani potravin pfi

zvysenych teplotach (pastiky, majonézy cukrarenské krémy apod.) [15].

Salmonely jsou plvodci gastroenteritid a rovnéz alimentarnich systémovych infekci.

Gastroenteritidy jsou bézné spojovany se Salmonella Enteritidis a Typhimurium. Akutni
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gastroenteritida se projevuje prudkym zanétem stievni sliznice, silnymi prijmy, bolestmi
bficha, zvracenim, bolestmi hlavy, vysokou teplotou a zimnici. Pfiznaky vSak odeznivaji
vetsinou behem nékolika dni. Tézky prabéh se miize objevit u lidi s oslabenych, starych, ale

také u kojenci. Salmonely jsou pfitomny ve stolici, nikoli v krvi [15, 20].

Za systémov¢ alimentarni infekce obvykle zodpovida Salmonella Typhi a Paratyphi. Tyto
bakterie zpltisobuji onemocnéni bfisni tyfus a paratyfus. Pfiznaky zahrnuji silnou bolest
hlavy, zprvu zacpu, pozdéji krvavy prijem, zduieni sleziny a jater. Salmonely jsou ve stolici,
nasledné v krvi, a nakonec v moc¢i. Onemocnéni trva nékolik tydni. Jedinec se mtze nakazit
kontaktem snemocnym clovékem, bacilonosi¢em, ale i nepiimo fekéaliemi skrze
kontaminované potraviny, vodu a socialni zafizeni a dalsi. Vzhledem k nasim podminkam

je vyskyt takovych infekei vyjimecny [15, 20].
Mikroorganizmus testovany v diplomové praci:

o Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis.

2.2.4 Rod Proteus

Rod Proteus, stejn¢ jako rod Salmonella, patii mezi gramnegativni, fakultativné anaerobni
tyCinky. Pro rod Proteus je charakteristicky plazivy rist na pevnych zivnych pidach
a vysledkem jsou siln¢ se rozrustajici kolonie s dlouhymi vybézky. Tyto organizmy jsou
obvykle povazovany za mezofilni, ale u nékolika kmenli bylo prokdzdno, ze rostou
psychrotrofng. Nejvétsi pohyblivosti je zpravidla dosazeno pfi teplote¢ 20 °C. Pfi teploté
37 °C pohyblivost mizi a nasledkem toho se pti takové teploté vytvaii pouze malé kruhovité
kolonie. U nékterych kment nejsou pifitomny bi¢iky. Tvar bunék je proménlivy, v kultufe

jsou zastoupeny ty€inky, kulovité i vlaknité tvary [15, 17, 19, 21].

Zastupci tohoto rodu se vyskytuji v lidském travicim traktu ¢i u zvifat. Izolace je mozna
z kazici se zeleniny a masa, kde dochazi k rozkladu bilkovin za vzniku silného zapachu
(tvorba sirovodiku a indolu). Rod Proteus patii mezi nejrozsitenéjsi hnilobné bakterie.
Nékteré druhy mohou byt patogenni a mohou byt pfi¢inou onemocnéni mocovych cest [15,

17].

V potravinaistvi jsou dilezit¢ dva druhy — Proteus mirabilis a Proteus vulgaris. Tyto
organizmy se nachdzeji v zelenin€, mase, dritbezi, sladkovodnich rybach a syrovém mléce,
jak bylo uvedeno vyse. Jejich vstup do potravinového fetézce miize byt spojen s potravinami

prostfednictvim fekalni kontaminace, nejsou vSak nutné spolehlivym ukazatelem tohoto
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typu kontaminace. Pro rozpoznani téchto dvou druhii se vyuzivaji biochemické testy.
Dutlezitym znakem pro jejich rozliSeni je i to, zda tvofi ¢i netvoii indol. Proteus mirabilis
patii mezi indol negativni. Proteus mirabilis je bud zdvaznym patogennim
mikroorganizmem v mocovém traktu nebo se vyskytuje jako soucast flory u bércovych

viedl apod. U novorozencli muze zpisobit prijmy [19, 20, 21].
Mikroorganizmus testovany v diplomové praci:

e Proteus mirabilis.
2.3 Rust bakterii

2.3.1 Stanoveni ristu bakterii v tekuté pudé

Jednou z moznosti, jak sledovat velikost populace bakterii zivych i mrtvych v tekuté pudeé,
je ptimo pocitani bun€k v daném (malém) objemu pomoci mikroskopu. Mezi dalsi zpiisoby
patii méteni zékalu, ktery napiiklad v jednotkovém objemu kultivacni pidy zplsobi
nejmén¢ statisice bunék, ¢i vazeni suSiny bun¢k odebranych z kultivaéni pidy. Pii méfeni
zakalu €i vazeni suSiny je nutné zakal/hmotnost bakterii kalibrovat na pocet bun¢k. Odbéry
a méfeni mohou byt opakovany ve vybranych ¢asovych intervalech a na zaklad¢ toho lze

poznat prub¢h ristu bakterialni kultury [20].

Nejbeéznéjsim zpiisobem pro hodnoceni mikrobidlniho rlstu v roztoku je méfeni optické
denzity pii 600 nm (zkracené OD600). Metoda je zaloZzena na detekci absorbance
a v podstaté urcuje, jakd Cast svétla prochdzi vzorkem, konkrétné skrz suspenzi
mikroorganizmii. Castice v roztoku rozptyluji svétlo a ¢im vice &astic (mikroorganizmi) je
v roztoku obsaZeno, tim vice svétla je rozptyleno. Proto replikujici se populace bakterii nebo
kvasinek zvySuji rozptyl svétla a namétfené hodnoty absorbance. Nutno poznamenat, Ze
absorbance je vyuZivana pouze k urceni rozsahu rozptylu svétla a nikoli k méfeni fyzické
absorbance. Béhem méfeni optické denzity pfi 600 nm se tedy méti rozptyl svétla a ne

absorbance [22].

Jak bylo vysvétleno, méfeni OD600 je metoda zaloZena na mnozstvi svétla rozptyleného
danou kulturou a nejedna se o mnozstvi svétla, které bylo absorbovano. V souladu s tim se
pro méfeni OD600 teoreticky nepouziva Lambert-Beertv zékon, ktery definuje linearni
vztah mezi absorbanci a koncentraci absorbujici molekuly. V praxi se vSak ukézalo, Ze
navzdory absenci absorbance, lze Lambert-Beerlv zdkon pouZit pro kultury s nizkou

hustotou. Hodnota OD600 tedy miize piimo souviset s po¢tem mikroorganizmii, avSak pouze
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v suspenzi s velmi nizkou hustotou. U kultur s vyssi hustotou ma méfeni OD600 za nasledek
spiSe parabolickou kiivku. Pocet organizmi v takové kultufe lze vypocitat po kalibraci

hodnot OD600 na pocet organizmii [22, 23].

Hodnota OD600 poskytuje informace o rastu mikroorganizmu, jako jsou bakterie
a kvasinky. Pfesnéji feceno, mikrobidlni rust koreluje s poctem organizmii v populaci
a informuje, jak se méni v pribehu ¢asu. Pro sledovani nepfetrzitého mikrobidlniho ristu
jsou hojné vyuzivané mikrodesticky. Vyzaduji pouze 200 pul suspenze a automaticky mefti
pokrok v rastu ve zvoleném intervalu. Vzhledem k tomu, Ze je v mikrodesticce obvykle 96
jamek, je vhodna i pro porovnani riiznych kmend. Informace o mikrobidlnim rdstu jsou
potiebné v riznych oblastech biologického a Iékatfského vyzkumu. Méteni optické denzity
pti 600 nm se vyuziva pfi experimentech s minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC), napiiklad
pfi testovani rezistence mikroorganizml vuci antibiotiklim, kde se testuje jejich Gc€innost.
Dalsim odvétvim, kde nachdazi OD600 vyuziti, je napiiklad mikrobidlni vyroba.
Mikroorganizmy mohou byt samy o sobé prumyslovymi vyrobky, které se pouzivaji
napftiklad pii vyrobé pec€iva nebo syra. MiiZze se vSak jednat i o primyslové produkty, jako
jsou enzymy, antibiotika, vitaminy a mnoho dalSich. Na poc¢atku je vyzadovana optimalizace
organizmu vcetné rastovych charakteristik. Jakmile je organizmus a vyrobni proces
stanoven, je tfeba tento proces sledovat. To zahrnuje monitorovani mikrobidlniho rtstu

pomoci OD600 pro kontrolu stavu vyrobniho procesu [22, 23].

Utinek monoacylglycerolti a esencialnich olejii na riist bakterii byl v diplomové praci

sledovan pomoci optické denzity (OD).

2.3.2 Rustova krivka

Rustovou kiivku ziskdme zaznamenavanim poctu bun€k po naockovani do tekuté puady
v Case. Pocet bun€k je uveden v logaritmické stupnici. Z této kiivky l1ze rozeznat jednotlivé
faze mnozeni — lag-fazi, exponencidlni fazi, staciondrni fazi, fdzi odumirdni a smrti bunék.

Mezi jednotlivymi fazemi existuji pozvolné prechody [20, 24].

e Lag-faze

Po naockovani se bunky nejdiive musi adaptovat na nové podminky a metabolizmus se musi
prepnout z klidové faze na aktivni. Béhem této ptipravné faze se bunky nerozmnozuji, ale
zvétsuje se jejich objem a aktivuje se jejich enzymovy systém. Délka lag-faze je zavisla na

druhu mikroorganizmu, fyziologickém stavu buné¢k, velikosti inokula (nepfima uméra)
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a také na slozeni nového ristového prostredi. Na konci lag-faze se bunky zacinaji délit, ale

ne vsak jeste stalou rychlosti — fdze zrychleni rastu [17, 20, 24].

e Exponencialni faze

Béhem féaze zrychleni rastu se tedy buniky zacinaji pomalu a nesynchronné délit, dochazi
k ohybani kiivky a nasleduje piechod do faze vyrovnaného ristu, kdy je dosazeno konstantni
a maximalni rychlosti mnozeni. VSechny bunky se d¢€li stejnou rychlosti, rovnéz bilkoviny
a nukleové kyseliny se syntetizuji stejnym tempem. Pocet bun€k roste exponencidlné, proto
se tento Casovy usek oznacuje jako exponencialni faze. Nékdy se tento interval oznacuje také
jako logaritmicka faze, coz je odvozeno z linearniho pritbéhu této ¢asti kiivky po vyneseni
logaritmu poctu bunék v ¢ase. Rychlost déleni bun€k zavisi na druhu mikroorganizmu, na
teplot¢ a na slozeni kultivacniho prostfedi a uvadi se zpravidla jako genera¢ni doba.
V uzavieném systému (napiiklad nadobka s bujonem) postupné dochdzi v kultivacnim
médiu k ubytku zivin a pfibytku zplodin metabolizmu ovliviiujicich hlavné pH prostiedi.
Nésledkem toho dochazi ke zpomalovani rychlosti déleni bunék — faze zpomaleni ristu [20,

24].

e Stacionarni faze

Rychlost mnozeni bun€k se postupné snizuje a po fazi zpomaleni se dostava do useku
staciondrni faze. Stacionarni faze je charakterizovana zastavenim pfirtistku Zivych bunék.
Mize zde dochazet jesté¢ k velmi pomalému rozmnoZovani a tim se kompenzuje pocet
odumirajicich bun€k. Ve stacionarni fazi tedy Zivotaschopnych bun€k nepiibyva ani
neubyva. Vzhledem k nedostatku Zivin mohou byt buiiky v této fazi mensi. Maximalni délka
stacionarni faze se u jednotlivych mikroorganizmi 1i8i, je zavisld na jejich citlivosti

k hladovéni a charakteru prostiedi [17, 20, 24].

e Faze odumirani

Jakmile za¢ne po urcité dob¢ zivych bun€k ubyvat, jedna se o fazi hynuti. Rychlost, s jakou
populace bun€k hyne, zavisi na druhu mikroba a charakteru prostfedi. N¢kdy muze byt
rychlost odumirdni populace konstantni a ktivka, kterd vyjadiuje pocet piezivajicich bun¢k
v Case, ma exponencialni tvar, ale opacného sméru oproti kiivce ve fazi logaritmické. Toto
nastava, kdyz buniku usmrti jediny zdsah nepiiznivého faktoru. Nicméné v bunice obvykle

dochdzi ke kumulaci n€kolika téchto zasahl a kinetika odumirdni nemé exponencidlni
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charakter. Faze postupného odumirani bun¢k mtze u nékterych mikroorganizmi trvat tydny
az mésice [17, 20, 24].

V jednotlivych fazich rastové kiivky jsou fyziologické vlastnosti bun¢k znacné odlisné.
Buiiky pozdni lag-faze a také rustovych fazi jsou vice citlivé k nepfiznivym podminkam
(zvysena teplota, vysoky osmoticky tlak, antimikrobidlni latky) oproti bunkam stacionéarni

faze a na pocatku lag-faze [17].

Prubeh rastové kiivky a kiivky pii mefeni OD je vyobrazen na Obrazku 4.
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Obrazek 4 Rustova kiivka (plna ¢ara) a méfeni optické
denzity (¢arkovang) [25]
Pro sledovéani antimikrobidlnich u¢inkd rtiznych latek je zjiStovana minimdlni inhibi¢ni
zabrani ristu pfislusného mikroba. Urcity obraz o ucinnosti antimikrobidlni latky na
prislusny mikroorganizmus dava krom¢ stanoveni MIC také stanoveni minimalni
baktericidni koncentrace (MBC). Minimdlni baktericidni koncentrace vystihuje nejniZsi
koncentraci antimikrobidlni latky, ktera béhem 24 hodin usmrti 99,9 % piivodni populace

mikrobt [24].
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3 MONOACYLGLYCEROLY

3.1 Charakteristika monoacylglyceroli

Tuky (acylglyceroly) jsou estery vyssich mastnych kyselin a trojsytného alkoholu glycerolu
(propan-1,2,3-triol). Na zaklad¢ poctu esterifikovanych -OH skupin glycerolu se rozliSuji na
monoacylglyceroly (MAG), diacylglyceroly (DAG) a triacylglyceroly (TAG).
Monoacylglyceroly jsou spolecné s diacylglyceroly oznacovany jako parcidlni estery
glycerolu. Nejvice rozsitené jsou v ptirod¢ triacylglyceroly, u nichz na jednu molekulu

glycerolu ptipadaji tii esterové vazané mastné kyseliny [26, 27, 28].

Monoacylglyceroly jsou tedy estery glycerolu, kde je jedna hydroxylova skupina
esterifikovana mastnou kyselinou se sttedné dlouhym ¢i dlouhym fetézcem. Existuji ve dvou
formach jako 1-acyl nebo 2-acyl izomery. Jednotlivé stereoizomery MAG jsou znazornény
na Obrazku 5. Jelikoz se 1-acyl izomer a 3-acyl izomer od sebe vzajemné nelisi, oznacuji se
jako a-monoacylglyceroly (1-monoacylglyceroly), zatimco 2-acyl izomery nesou oznaceni

jako B-monoacylglyceroly (2-monoacylglyceroly) [27, 29, 30, 31].

ClHZOOCR f|:H20H CH,OH
I
HO—?—H RCOO—(|Z—H HO—C—H
|
CH,OH CH,OH CH,00CR
sn-1 sn-2 sn-3

Obrazek 5 Stereoizomery monoacyl-sn-glycerolt [31]

Diky povaze jejich molekularni struktury patii mezi latky amfifilni — glycerolova kostra
tvoii polarni ¢ast a fetézec mastnych kyselin predstavuje ¢ast nepolarni. Monoacylglyceroly
maji jak lipofilni, tak hydrofilni vlastnosti. Vysledna povrchova aktivita jim umoZziuje
slouzit jako emulgatory a pénové stabilizatory ve zpracovanych potravinach.
Monoacylglyceroly a jejich derivaty ptedstavuji 75 % svétové produkce potravinovych
emulgatort. VyuZiti v§ak nenachazi pouze v potravinarstvi, ale také v odvétvi kosmetického

a farmaceutického pramyslu [29, 32, 33, 34].
Lipidy, jako jsou mastné alkoholy, volné¢ mastné kyseliny a monoacylglyceroly mastnych
kyselin, jsou také znamy jako silné antimikrobidlni ¢i mikrobicidni latky in vitro. Pii

kontaktu zabijeji obalené viry, houby a grampozitivni, popf. gramnegativni bakterie [35].
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3.2 Vyroba monoacylglyceroli
Monoacylglyceroly l1ze vyrobit nékolika zptsoby:

e csterifikaci vysSich mastnych kyselin s glycerolem,

interesterifikaci,

parcialni hydrolyzou triacylglycerolt,

adici mastné kyseliny na glycidol (oxiran-2-yl-methanol) [36].

3.2.1 Esterifikace vys$Sich mastnych kyselin s glycerolem

Pii esterifikaci volnych mastnych kyselin s glycerolem dochéazi nejdiive ke tvorbé MAG,
dile DAG a nakonec TAG. Reak¢ni rychlost se odviji podle struktury alkoholu,
rozvétvenosti mastnych kyselin a klesa s rostouci molekulovou hmotnosti mastnych kyselin.
Béhem reakce se mohou vyuzivat kyselé nebo zasadité katalyzatory. Diky katalyzatorim je
dosazeno vysoké vytéznosti, ale reakce probihaji pomalu. Pti esterifikaci mohou vznikat jak
1-monoacylglyceroly, tak 1 2-monoacylglyceroly. Na Obrazku 6 je schematicky vyobrazen
princip esterifikace [36, 37].

H,C——OH 0 H,C—OH
HC—OH  + R‘{ — H(::OH o
H,C——OH OH ch—o—c//
glycerol MK MAG \

R

Obrazek 6 Schéma esterifikace mastné kyseliny glycerolem [38, 39]

3.2.2 Interesterifikace

Interesterifikaci 1ze provadét jako alkoholyzu, kdy reaguje ester s alkoholem (glycerolem),
dale jako acidolyzu, pfi niZ reaguje ester s mastnou kyselinou, ¢i jako transesterifikaci, ve

které reaguje ester s esterem a dojde k vyméné acylovych zbytki [36].

Alkoholyza je pomérné pomala reakce a acylglyceroly se rozpousti v alkoholické fazi pouze
castecné. Pti reakci dochdzi k vyméné alkoholové slozky esteru a vyuZivaji se zde alkalické

katalyzatory pti bézné laboratorni teploté, nebo kyselé katalyzatory pii vyssi teploté (100
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°C). Reakci je mozno provést také bez pouziti katalyzatort pii teploté piiblizné 250 °C [36,
37].

Primyslové 1ze MAG vyrobit kontinuadlni chemickou glycerolyzou ptirodnich tukt a olej.
Pti reakci triacylglycerolt s molekulou glycerolu dochazi k postupnému piechazeni TAG
v DAG a MAG (viz Obrazek 7). Vysledkem je smés volného glycerolu, monoacylglycerolii
a diacylglycerolti. K ptecistovani se vyuziva destilace. Vyroba je energeticky narocna
(vysoké reakéni teploty kolem 170 °C) a vytéznost je relativné nizka (50 — 55 %). Tento
zpusob vyroby se vyuziva pro emulgatory, které se uplatiuji v tukovém primyslu ¢i jinych

potravinatskych odvétvich [36].

| | |

HC—0—CO0—R + HC—OH =———— HC—0—CO0—R + HC—OH

|

H,C—0—C0—R H,C—OH H,C—OH H,C—OH

TAG glycerol DAG MAG
Obrazek 7 Schéma glycerolyzy [38, 39]

Acidolyza je reakce karboxylové skupiny volné kyseliny a ptislusného esteru (viz Obrazek
8). Pti reakci dochdzi ke vzniku meziproduktu, ze kterého se uvolni kyselina piivodné vazana
v esteru a vznikd novy ester. Acylovy zbytek jedné mastné kyseliny se vyméni za kyselinovy
zbytek jiné mastné kyseliny a vznikd TAG. Acidolyza probiha pfi teploté 250 °C, za kyselé
katalyzy pfi teploté¢ 158 °C. Po ukonceni reakce nasleduje hydrolyza, pficemz z TAG

vznikaji MAG. Acidolyza patii mezi neselektivni reakce [37].

0 0 0 0
)k R, + )t > )’k R, + /L
H1 O/ Rg OH Hj O/ R1 'DH

esler MK ester MK
Obrazek 8 Schéma acidolyzy [38, 39]

Transesterifikace je charakterizovana vyménou acylové nebo alkoholové skupiny mezi
dvéma molekulami esteri. Tato iontova reakce je katalyzovdna vodikovymi ¢i
hydroxylovymi ionty. Schéma transesterifikace popisujici priitbéh reakce je uvedeno na

Obrazku 9 [37].
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0 0 0
J\ et )L P /L Pl e
R, 0 Ry 0 R, 0

ester ester esler esler
Obrazek 9 Schéma transesterifikace [38, 39]

3.2.3 Parcialni hydrolyza triacylglyceroli

Hydrolyza je protikladem esterifikace. Triacylglyceroly se pii této reakci $tépi na své
puvodni slozky — DAG, poté¢ MAG, a nakonec mastné kyseliny a glycerol (viz Obrazek 10).
Pti reakci je vyzadovéana vysoka teplota a provadi se pod tlakem, nejcastéji s pouzitim
zasaditych katalyzatort. Reakce se vyuziva predevsim pro vyrobu mastnych kyselin a MAG

jsou vedlej$im produktem, ktery se ze smési izoluje [36].

Dalsim zptisobem ptipravy MAG je enzymaticka hydrolyza za ucasti 1,3-specifickych lipaz,

ktera se vyuziva ptredevs§im pro vyrobu 2-monoacylglyceroli [36].

HEC—D—CU—H: HL—0—C0—H, H,L—0—C0—R H,G—0H
| *H0 | *H,0 | +H,0 |
HC—0—C0—~R, 1 Hi=—0—00—R;, =—= HC—0CH e HC—0H
‘ = Ry,—COOH | = HE—CDC'H | - B,—COOH
HL—0—C0—R; HLC—0H H,.—0CH HC—0OH
TAG DAG MAG glycerol

Obrazek 10 Schéma parcidlni hydrolyzy triacylglycerolt [38, 39]

3.2.4 Adice mastné kyseliny na glycidol

Dalsi moZnosti vyroby MAG je adice mastné kyseliny na glycidol (oxiran-2-yl-methanol)
nukleofilnim otevienim epoxidového kruhu, jak je zndzorné€no na Obrazku 11. Pro reakci se
pouzivaji jako katalyzatory terciarni aminy, amoniové soli a komplexy tranzitnich kovil
(chrom, kobalt, titan a jiné). Mezi hlavni vyhody patii univerzalnost této reakce,
nepiitomnost vedlejSich produktl, vysokd konverze (vice nez 95 %) pfi teploté 90 °C
a pomérné malé mnozstvi katalyzatoru. Nevyhodou je perzistence glycidolu a katalyzatoru
(chromitych iontl), které se nasledné pro potravinaiské a farmaceutické ucely musi

odstraniovat precisténim [36].
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H,C——OH H,C——OH
Mo + R—COOH =———  HC—OH
| o |
H,C H,C—0—CO—R
glycidol MK MAG

Obrazek 11 Schéma adice mastné kyseliny na glycidol [38, 39]

3.3 Vlastnosti a vyuziti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly jsou vzhledem k jejich amfifilnimu charakteru ¢asto pouzivany jako
emulgdtory a neionické surfaktanty s nizkou hodnotou HLB (hydrofilné-lipofilni
rovnovaha), kterd lezi mezi 3 a 6. Zajem o tyto slouceniny vzrostl diky jejich pomérné
jednoduché struktuie, dostupnosti, chemické stabilité¢, a ptfedev§im kvili jejich
biokompatibilité, biologické rozlozitelnosti a nepfitomnosti iritaénich u¢inkt na ¢lovéeka.
Monoacylglyceroly jsou obecné povazovany za latky bezpetné a mohou byt s divérou
aplikovéany nejen v potravinach a krmivech, ale také ve farmaceutickém primyslu, mediciné
a kosmetice. Kromé toho mohou byt pouzity pti vyrobé antimykotickych materiala, které se
dostavaji do kontaktu s kazi, ¢i v produktech zabranujici fermentaci a dalsi.
Monoacylglyceroly jsou schopny vytvatet jedine¢né struktury samy o sob¢€, nebo vytvari
komplexy s jinymi sloZzkami v matrici, coZ ovliviiuje funkcénost a fyzikalni vlastnosti
kone¢ného produktu. Funkénost MAG v emulznich systémech je definovana délkou fetézce

a stupném nasyceni molekul, stejné jako jejich polymorfnimi formami [30, 32, 40].

Zajimavou vlastnosti MAG je jejich schopnost spontanné vytvaret rizné tekuté krystalické
faze pti kontaktu s vodou. Diky polymorfnimu chovani mohou byt krystaly MAG pfitomny
ve forméch sub-a, a a . Tyto polymorfni formy mohou ptfechéazet a pouze krystaly  formy
jsou termodynamicky stabilni. Zminéné krystalické faze tedy mohou ve skutecnosti
koexistovat v termodynamické rovnovaze, ale pouze za urcitych podminek prostiedi
(teplota, obsah vody, pH atd.). V zavislosti na krystalické siti MAG a obsahu vody se gely
li$i pevnosti. Asymetrické 1-monoacylglyceroly vykazuji pfi krystalizaci komplexni
polymorfni chovéni. Jinak tomu je u symetrickych 2-monoacylglycerolt, které krystalizuji

pouze do stabilnich B-krystald [32, 34, 41, 42].

Pti zahtati systému MAG-voda nad ptfechodovou Kraftovu teplotu Tx (Krafttiv bod), dochézi
k absorpci vody témito emulgatory diky hydrataci polarnich hlavnich skupin a MAG se sam

organizuje do lameldrni kapalné krystalické struktury (L faze). Pti teploté nizsi nez Tk, miZe
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L, faze ptechazet do Lp faze (nazyvané také a-gel), ktera je vysoce hydratovana a nestabilni.
Ve struktuie a-gelu jsou molekuly emulgatoru v Sestithelnikové sbalené lamelarni struktute,
kde je vrstva vody strukturovdna mezi dvojvrstvu (viz Obrazek 12). V zavislosti na teploté
a koncentraci emulgator se mohou také samy sestavit do kubickych a Sestihrannych fazi.
Tyto struktury maji v§ak vysokou viskozitu a Spatnou disperzibilitu ve vodé, a proto nejsou
zadouci v potravinaiskych aplikacich. Ne¢které emulgatory se mohou z metastabilni a-gelové
faze postupem Casu pfeménovat na termodynamicky stabilni koagelovou fazi — -gel. Tento
fazovy ptrechod je doprovazen synerézou vody a destabilizaci, proto omezuje aplikaci a-

gelové faze [32, 41].

(b) %

| | (c)

/’\\5 Y, r“\ Water

Obrazek 12 Struktura faze a-gelu (a, b) a koagelu (c) [32]

a-gelova faze je zadouci strukturou v potravinach a produktech osobni péce. Struktura o-
gelu umoziuje rizné chemické a fyzikalni interakce mezi molekulami emulgatoru, stejné
tak mezi emulgatory a dal$imi sloZkami, jako jsou sacharidy a bilkoviny, které jsou pfitomny
v komplexnich potravinatskych, farmaceutickych a kosmetickych matricich. Navic a-gely
zvysuji provzdusinovani, pomahaji stabilizovat pény a jsou Siroce pouzivany u pecenych
vyrobkl. Nékteré emulgatory, jako jsou MAG, jsou schopny strukturovat tekuty olej do
gelové textury a sniZovat celkovy obsah trans a nasycenych tukli a zarovenl se podobat
fyzikélnim vlastnostem pevnych tukii. Jsou také schopny vytvafet emulze s vysokym
mnozstvim vody, ¢imzZ se sniZuje celkovy kaloricky obsah potravinaiského vyrobku. Prvni
pouziti MAG spojené s vyrobou potravin sahd az do roku 1930. Dnes jsou Siroce pouzivany
v mnoha potravinarskych aplikacich, zejména pii vyrobé peciva, napojii, zmrzlin, Slehacek
¢1 margarini. U peciva slouzi pro zlepSeni trvanlivosti (prevence retrogradace Skrobu
v disledku tvorby komplexti monoacylglyceroli a amyldz) a pro retenci chuti. Dalsi vyuziti

MAG nachézi u mléénych vyrobkt a produktii na bazi oleje, kde se ujimaji kontroly stability
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emulze a pény. VSechny tyto aplikace jsou zalozeny na potencidlu MAG adsorbovat na

rozhranich, krystalizovat a kokrystalizovat [32, 34].

V kosmetickych emulzich pfispivad vysoky obsah vody ve struktufe lamelarniho a-gelu
k vyssi hydrataci pokozky ve srovnani s nelamelarnimi strukturami. U vyrobkii pro osobni
péci je lamelarni struktura o-gelové faze podobnd struktuie lidského stratum corneum.
Emulze stabilizované lameldrnimi a-gelovymi strukturami zvysuji dostupnost vody
a podporuji dodavku ucinnych latek do pokozky pfti lokalni aplikaci krému. Tyto vyrobky
maji podobné senzorické, reologické a hydratacni vlastnosti jako komeréni produkty na bazi

ropy a mohou je tak nahrazovat [32].

3.4 Antimikrobni uéinky mastnych kyselin a monoacylglycerolii

Za urcitych podminek mohou mastné kyseliny a monoacylglyceroly inhibovat rist
vegetativnich forem patogennich bakterii, virQ, bakterii vytvarejicich spory nebo kvasinek.
Antimikrobni u¢inky volnych mastnych kyselin jsou znamy jiz dlouhou dobu, nicméné
pfesny mechanizmus u¢inku stale neni zcela jasny, stejné jako pro MAG. Mastné kyseliny
1 MAG jsou lipofilni latky a primarnim cilem jejich utoku je cytoplazmatickda membrana
bun¢k. Bylo navrzeno nékolik hypotéz, aby se zpusob jejich plsobeni vysvétlil. Jedna
z teorii popisuje 1-MAG jako povrchové u€inné latky, které pronikaji a zaclenuji se do
bunééné membrany, ¢imZ mohou narusit propustnost membrany a transport Zivin. Pomoci
elektronového mikroskopu byl zjistén rozpad cytoplazmatické membrany a naruSeni
integrity bakterialnich bunécnych stén vystavenych 1-monoacylglycerolim. Alternativni
hypotéza naznacuje, Zze mastné kyseliny s kratkymi a stfedné dlouhymi fetézci mohou
pronikat v nedisociované formé do bakterialnich buné€k, disociovat uvniti a zplisobovat
acidifikaci obsahu bunck. Snizeni intracelularntho pH muize vést k inaktivaci
intracelularnich enzymu a inhibici transportu zivin. Inhibi¢ni aktivita 1-MAG muze byt
ovlivnéna 1 jinymi latkami. Nékteré slouceniny, naptiklad albumin, fosfolipidy, Skroby nebo
cholesterol, mohou tvofit s MAG komplexy a blokovat jejich ¢innost. Naopak inhibi¢ni
ucinek 1-MAG mulze byt zvySen pomoci organickych kyselin, vysokych teplot nebo
chelatacnich ¢inidel [30, 40, 43].

1-monoacylglyceroly patii k bezpecnym a i€¢innym antimikrobidlnim latkam a jejich pouZiti
muze byt vhodnou alternativou k pouzivani syntetickych antimikrobialnich latek. Jednim
z omezeni pro urCité aplikace je vSak jejich nerozpustnost ve vodnych systémech. Tuto

nevyhodu lze sniZit zapouzdienim 1-MAG do vhodného mikroemulzniho systému [30].
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Obecné plati, ze antimikrobialni u¢inek mastnych kyselin a monoacylglycerolli zavisi na
délce uhlikového fetézce mastnych kyselin a na pfitomnosti dvojnych vazeb. Grampozitivni
bakterie jsou citlivé na mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym uhlikovym fetézcem
ajejich estery. Tato citlivost je spojena s absenci lipopolysacharidii v bunécné stén€.
Gramnegativni bakterie jsou naopak rezistentni vii¢i inhibi¢nim u¢inkim 1-MAG. Lze tedy
predpokladat, ze u grampozitivnich bakterii MAG napadaji bunécnou (cytoplazmatickou)
membranu, ktera nasledkem ztraci svou polopropustnost a dochazi k poskozeni
bakterialnich bunék. Zatimco u gramnegativnich bakterii mtize byt napadena vnéjsi
membrana, ale nedochéazi k poskozeni polopropustnosti bunééné membrany a nasledkem
toho jsou bakterie schopny MAG tolerovat. Inhibi¢ni uc¢inek MAG mutze byt pozorovan
pouze u gramnegativnich bakterii, které¢ maji jasn€ definované Zivotni podminky a vykazuji
relativné nizkou odolnost vi¢i nepiiznivym podminkdm prostiedi. Mezi takové druhy
bakterii mohou byt zahrnuty naptiklad Chlamydia trachomatis nebo Neisseria gonorrhoeae.
Rizné slozeni bunééné stény u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii mize byt

pti¢inou odlisného U¢inku MAG na tyto dvé skupiny bakterii [30, 43].

Existuje mnoho studii zabyvajicich se antimikrobnim G¢inkem jednotlivych MAG. Jak jiz
bylo zminéno obvykle tedy plati, Ze grampozitivni bakterie jsou nachylné;jsi
k antibakterialnimu ucinku lipidi nez gramnegativni bakterie, ale existuje mnoho vyjimek
z tohoto zobecnéni. Pti testovani nasycenych mastnych kyselin v délce fetézce od C6 do C18
bylo zjiSténo, Ze kyselina laurovd (C12) ma nejvétsi antibakteridlni aktivitu proti
grampozitivnim bakteriim. Aktivity mastnych kyselin s dlouhym fetézcem byly zvySeny
pfidanim dvojné vazby. Kabara [44] dospél k zavéru, Ze sttedné dlouhé fetézce nasycenych
mastnych kyselin, zejména kyselina laurovd a nenasycené mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem, piedevsim kyselina palmitolejova (C16:1) a linolenova (C18:2), jsou nejaktivné;jsi
proti grampozitivnim bakteriim. Monoacylglyceroly se stfedné¢ dlouhym fetézcem
nasycenych mastnych kyselin, obzvlast monolaurin, jsou aktivnéj$i neZ volné mastné
kyseliny a volné mastné kyseliny maji velmi nizkou aktivitu proti gramnegativnim bakteriim

[35].

Ve studii Builkkové et al. [43] byly in vitro porovndny inhibi¢ni u¢inky sedmi 1-
monoacylglyceroli obsahujicich mastné kyseliny se sttedn¢ dlouhym fetézcem na patogeny
pfenasené potravinami nebo na bakterie zptsobujici kazeni. Testované MAG zahrnovaly
mimo jiné i monokaprylin (MAG C8:0), monokaprin (MAG C10:0) a monolaurin (MAG

C12:0), které byly rovnéz sledovany v praktické Casti této diplomové prace. V ramci
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testovanych 1-MAG vykazovaly nejlepsi inhibi¢ni G¢inky na rast grampozitivnich bakterii
MAG C10:0, MAG C11:0 a MAG C12:0. MAG C8:0 a MAG C16:0 byly nejmén¢ uc¢inné
proti testovanym grampozitivnim bakteriim. Dané grampozitivni bakterie byly tedy citlivé
zejména na 1-MAG obsahujici mastné kyseliny s 10 az 14 uhliky v fetézci. Inhibi¢ni G¢inky
MAG testovanych na grampozitivnich bakteriich byly sefazeny podle minimalnich
inhibi¢nich koncentraci a indikatorti riistu v nasledujicim potadi: MAG C12:0>MAG C11:0
>MAG C10:0 > MAG C14:0 > MAG C11:1 > MAG C8:0 > MAG C16:0. Pouzité 1-MAG
nem¢ély zadny ucinek na testované gramnegativni bakterie s vyjimkou nejvyssich pouzitych

koncentraci (1500 mg/1).
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4 ESENCIALNI OLEJE

4.1 Charakteristika esencialnich oleji

Esencialni oleje (neboli éterické oleje) jsou koncentrované, vonné, vysoce tékavé latky
pritomné v rostlinach. Vzhledem k jejich t€kavosti mohou byt tyto latky izolovany napiiklad
pomoci parni destilace z aromatické rostliny jediného botanického druhu a mohou byt

detekovany jak vini, tak chuti [45, 46].

Jednotlivé éterické oleje jsou znamy nazvem rostliny, ze které jsou odvozeny a ving je
podobna ¢asti rostliny, ze které jsou ziskéany, i kdyz je obecné vice intenzivni. Pfi extrakci
se pouziva cast rostliny, ze které lze ziskat nejvétsi mnozstvi oleje — kvéty, listy, stonky,
ktra, semena nebo kotfeny keil, bylin ¢i stromtl. Aromatickd latka, ktera je obsazena
v rostlin€ se nazyva esence a po destilaci z rostliny se oznacuje jako esencialni olej. Tyto
jemné, vysoce aromatické extrakty rostlin jsou obsazené v jejich specidlnich bunkach ¢i
7lazach. Eterické oleje se mohou kromé aromatickych rostlin vyskytovat rovnéz
v zivoc¢isnych zdrojich (napft. pizmo, cibet), nebo mohou byt produkovany mikroorganizmy

[45, 46, 47].

Ptikladem rostlinnych ¢eledi bohatych na esencialni oleje jsou:
e Apiaceae — mifikovité,
e Asteraceae — hvézdnicovité,
e Cupressaceae — cypiiSovite,
e Hypericaceae — trezalkovité,
e Lamiaceae — hluchavkovité,
e Lauraceae — vaviinovité,
e Mpyrtaceae — myrtovité,
e Pinaceae — borovicovité,
e Piperaceae — pepirovnikovité,
e Rutaceae — routovite,
o Santalaceae — santalovité,

e Zingiberaceae — zazvornikovité,
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e Zygophyllaceae — kacibovité [47].

Existuji dvé hlavni skupiny metabolitti, které 1ze nalézt v ptirod¢ — primarni a sekundarni
metabolity. Primarni metabolity jsou univerzédlni slouceniny pfitomné ve vSech zivych
organizmech a zahrnuji bilkoviny, sacharidy, lipidy ¢i nukleové kyseliny. Sekundéarni
metabolity se nachédzeji pouze u nékterych druhti a jsou klasifikovany jako terpenoidy,

Sikimaty, polyketidy a alkaloidy [48].

Esencidlni oleje se skladaji z rGznych chemickych sloucenin. Slozky rostlinnych
esencialnich oleji spadaji pfedevSim do dvou odliSnych chemickych tiid — terpenii
a fenylpropanoidi. Ackoli jsou terpeny a jejich oxoderivaty (terpenoidy) v esencialnich
olejich Castéjsi a hojnéjsi, n€které druhy obsahuji také velké mnoZzstvi Sikimatt, konkrétné
fenylpropanoidi. Ptitomnost téchto sloucenin poskytuje rostling specifickou vini a chut

[48].

Slozky esencialnich oleji lze klasifikovat jako terpenoidni a neterpenoidni ulovodiky.
Terpenoidni uhlovodiky jsou vysledkem ,hlava-pata® pfesmyku jedné nebo vice
izoprenovych jednotek. Terpeny jsou nejvetsi a nejrozmanitéjsi tfidou tékavych organickych
sloucenin a jsou rozdéleny do rGznych strukturdlnich a funkénich tfid. Podle poctu
izoprenovych jednotek v jejich struktufe jsou rozdéleny na hemiterpeny (jedna jednotka),
monoterpeny (dvé jednotky), seskviterpeny (tfi jednotky), diterpeny (Ctyfi jednotky) atd.

Izopropenova jednotka je znadzornéna na Obrazku 13 [47, 48].
CH;

C CH;
T N

E

Obrazek 13 Izoprenové jednotka (2-methylbuta-1,3-dien) [49]

Fenylpropanoidy jsou syntetizovany metabolickou cestou kyseliny Sikimové. Obsahuji
jeden nebo vice C6-C3 fragmentid, kde C6 predstavuje benzenové jadro. Soucdsti

esencialnich oleja jsou zpravidla jednoduché fenylpropanoidy [47, 48].

Neterpenoidni uhlovodiky, nachazejici se v esencidlnich olejich, jsou tvotfeny metabolickou

konverzi ¢i degradaci fosfolipidi a mastnych kyselin. Jednd se obvykle o alkoholy
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a aldehydy s kratkym fetézcem. Kromé uhliku a vodiku mohou rovnéz obsahovat kyslik,

dusik nebo siru [47].

4.2 Vyroba esencialnich oleju

Esencidlni oleje 1ze ziskat riznymi zplsoby. Mezi nejCastéjsi patii parni destilace, lisovani
za studena, extrakce za pouziti rozpoustédel a jiné. Volba techniky vyuziti aromatickych

rostlin musi byt pfizpiisobena piesné pozadované sloucening [46, 50].

4.2.1 Lisovani za studena

Lisovani za studena je nejstarsi extrakéni metodou a pouziva se téméf vyhradné pro vyrobu
citrusovych esencidlnich oleji. Sklada se bud’ ze samostatného vyjadieni perikarpti pod
vodnim proudem, nebo z drceni celého plodu mezi kovovymi vélci. Tento proces ma za
nasledek tvorbu vodnaté emulze, kterd je nésledné odstfed’ovana, aby doSlo k oddéleni

esencialniho oleje [50, 51].

Az do pocatku dvacatého stoleti byla primyslova vyroba citrusovych oleju lisovanych za
studena provadéna ru¢né. Diivodem pro extrakci esencidlnich olejii z citrusové kliry pomoci
mechanickych metod je tepelnd nestabilita pfitomnych aldehydi. Esencidlni oleje

z necitrusovych plodi, jako jsou bobule, nejsou obvykle extrahovany touto metodou [S1].

4.2.2 Extrakce rozpoustédlem

Tento zpiisob lze pouzit k extrakci éterickych olejl, které jsou tepelné labilni (napf.
esencidlni oleje z kvétu). BEhem procesu se rostlinny material umisti do rozpoustédlove
lazn¢, kterd jej rozpusti. Po extrakci kapalnda smés, kterd obsahuje étericky olej (spolu
s dalSimi slouc¢eninami), prochazi filtraénim procesem a naslednou destilaci. Mezi bézné
pouzivand rozpoustédla pro extrakci patii alkohol, hexan, ethanol, petrolether ¢i methanol

[51].

Hlavni vyhodou extrakce pfi destilaci je to, Ze se béhem procesu pouziva nizsi teplota, ¢cimz
se snizuje riziko chemickych zmén zpisobenych vysokymi teplotami, které se pouzivaji pti
destilaci. Extrakce rozpoustédlem je levna a relativné rychla metoda. Jelikoz je rychlost

difuze ovlivitovana teplotou, je mozné ji podpoftit pomoci horkych rozpoustédel [51].

Vyrobeny étericky olej obsahuje rovnéz malé mnozstvi rozpoustédla jako zbytku, a proto jej

neni mozné pouZzit pro potravinadiské aplikace. Ziskany olej se vSak povazuje za bezpecny
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pro spotiebu, kdyz je pouzitym rozpoustédlem alkohol. Tato metoda se bézné pouziva

v prumyslu parféma [51].

4.2.3 Enfleuraz

Enfleuraz je dalsi konven¢ni metoda extrakce, ktera sahé az do starovéku. Pouziva se hlavné
pro extrakci éterickych oleji z kvétl (napt. jasminu). Béhem této metody se na rostlinny
material (napf. kvetiny) nandsi vycistény studeny tuk bez zipachu. Odér je uvolnovan
kvétinami a nasledné rozpustén v tuku. Nové kvétiny nahrazuji staré a proces se opakuje
velmi dlouhou dobu, dokud neni dosazeno saturace tuku. Nasledné se tuk sbira a extrahuje

alkoholem. Podle dnesnich standardii je to casové narocnd, pracnd a nadkladna metoda [51].

4.2.4 Destilace

Nejbeznéji pouzivanou metodou extrakce je destilace parou nebo destilace vodou. Destila¢ni
procesy jsou zaloZeny na kodestilaci vody a tékavych organickych sloucenin. Proces
extrakce muze trvat 1 az 10 hodin. Mnozstvi vyprodukovaného oleje zavisi na délce
destilacni doby, teploté, tlaku a druhu rostlinného materialu. Béhem destilace jsou rostlinné
materidly vystaveny vrouci vodé nebo pafe, aby doSlo kuvolnéni éterického oleje
odpatrenim. Jakmile pary a étericky olej kondenzuji, shromazd’uji se a nasledné se oddéluji

v nadobé (viz Obrazek 14) [50, 51].
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Obrazek 14 Primyslova extrakce esencialnich olejti (destilace parou) [51]

Extrakce éterického oleje destilaci ma vSak 1 mnoho nedostatkd. Vzhledem k tomu, Ze jsou
éterické oleje po dlouhou dobu vystaveny vrouci vodé, mlize dochéazet ke tvorbé artefaktii
diky ptsobeni vysoké teploty nebo kyselosti vody. To mlize vést k rozdilim ve slozeni
tékavych olejt, které se extrahuji. Behem destilace mtize dojit k hydrolyze esterti na alkoholy

a kyseliny, coz mtize zpusobit vazné dusledky v ptipadée oleji s velkym mnozstvim estera.
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Nekteré éterické oleje navic vyzaduji rektifikaci. Tento proces zahrnuje redestilaci oleje, aby
se eliminovaly nezddouci necistoty (napi. vosky), jakoz i slozky, které mohou dodavat

nepfijatelny odér [51].

Tradi¢né pouzivané extrakéni metody (destilace parou ¢i extrakce rozpoustédly) vykazuji
jisté nevyhody, jako je nizky vytézek, ztrata t€kavych sloucenin, dlouhé doby extrakce ¢i
zbytky toxickych rozpoustédel. To vedlo k vyvoji alternativnich technik, jako je naptiklad
extrakce superkritickou tekutinou, extrakce pomoci mikrovin a dalsi. Ve srovnani
s konven¢nimi postupy tyto nové techniky umoznuji zkraceni doby potiebné k oSetieni,

mensi spotiebu energie a poskytuji extrakty v lepsi kvalité [50, 51].

Zminéné metody vSak nejsou uznany z pravniho hlediska, protoze nespliiuji normu
definujici esencialni olej, ve které je stanoveno, ze se musi jednat o vyrobek ziskany
z rostlinné suroviny — bud’ destilaci vodou nebo parou, nebo z epikarpu citrusovych plodi
mechanickym postupem, ¢i suchou destilaci. Proto jsou produkty ziskané témito

alternativnimi postupy nazyvany jako aromatické extrakty [50, 52].

4.3 Vlastnosti a vyuziti esencialnich oleji

Jak je definovéno vyse, éterické oleje jsou komplexni smési tvofené mnoha slozkami,
obvykle kapalnymi, ale nékdy tuhymi. Pfi pokojové teploté maji tyto smési vétSinou
bezbarvou az mirn¢ nazloutlou barvu, pokud jsou cerstvé destilované a vyznacuji se
aromatickou vini. Na dotek jsou velmi ¢isté a jsou snadno absorbovatelné pokozkou. Na
rozdil od mastnych rostlinnych, Zivo¢iSnych nebo mineralnich oleji kapka éterického oleje
na filtraéni papir rychle zmizi. Esencialni oleje maji obvykle nizkou hustotu, s vyjimkou
zvlastnich ptipadl, napt. oleje ze skofice ¢i hiebicku, které jsou hustSi nez voda. Maji
Spatnou rozpustnost ve vod¢ (jsou hydrofobni), ale rozpousti se ve vétsin¢ b&znych
organickych rozpoustédel, véetné ethanolu a diethyletheru. Eterické oleje se dobife misi

s rostlinnymi oleji, tuky a vosky [45, 53].

Pouziti esencidlnich olejii je velmi riznorodé v zavislosti na zdroji, kvalité, extrakénim
postupu atd. Piikladem mohou byt jejich primyslové aplikace pii vyrobé parfémi,
kosmetiky, mydel, Sampont nebo Cisticich gell. Dal§im zajimavym aspektem téchto oleji
je jejich potencial jako terapeutickych latek v aromaterapii ¢i jako u¢innych a pomocnych

latek v raznych 1é¢ivych ptipravcich [45].
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Aromaterapie muze byt ve skutecnosti hlavni aplikaci éterickych oleju jako 1écivych latek.
Podavani éterickych oleju ziskanych z riznych zdrojt se provadi prosttednictvim nékolika

aplikac¢nich metod [45].

Nejbéznéjsi zptsob aplikace éterickych oleju je lokalni ve ziedénych formach, Casto spolu
s nosnym olejem, jako soucast masazni terapie. Esencialni oleje mohou byt také inhalovany
po pridani n¢kolika kapek do napatovaci vody, nebo pomoci rozpraSovace ¢i zvlhéovace.
Kromé toho mohou byt pouzity jako masti, krémy a obklady. U¢innou metodou pro ziskani
prospésnych ucinkl téchto latek je rovnéz oralni aplikace pomoci enkapsulace nebo jinych
metod programovaného uvoliovani. Mohou se pit ve formé ¢aje s cukrem nebo v meékkych
tobolkach, coz umoziuje presnéjsi davkovani a soucasné zabranuje n¢kolika nezadoucim

ucinkiim. Toxicita éterickych olejl mlize byt pti podavani timto zplisobem vyssi [45].

Ve farmacii se esencialni oleje pouzivaji jako potencidlni 1é¢ivé latky. To plati zejména pro
éterické oleje z eukalyptu (E. globulus), maty peprné (M. piperita), anyzu (P. anisum),
Salvéje (S. officinalis), hiebicku (S. aromaticum) a ¢ajovniku (M. alternifolia). Tyto oleje se
mimo jiné pouzivaji k vykaslavani pii 1é€bé kaSle a bronchitidy (eukalyptus), jako
antimikrobidlni latky (Salvéj, ¢ajovnik a hiebicek), jako dekongestanty dychacich cest (mata
peprna) a jako 1éky proti nadymani (anyz). Hiebickovy olej se pouziva ve stomatologii pro
sv¢ antiseptické a analgetické ucinky, zatimco tea tree olej nachazi uplatnéni v dermatologii
v piipravcich proti akné, protoze vykazuje antimikrobialni aktivitu proti grampozitivnim
bakteriim. Kromé toho se nékteré éterické oleje pouzivaji pro aromatizaci farmaceutickych

ptipravkil a zlepSeni jejich chuti [45].

Vyznamna aplikace esencialnich oleju je také v zeméd¢€lsko-potravinaiském primyslu, a to
jak pro vyrobu napojt, tak pro ochuceni potravin. Pouzivaji se v §iroké Skale spotiebniho
zboZi, jako jsou cukrarské vyrobky, nealkoholické napoje a destilované alkoholické napoje.
Pro jejich antibakteridlni, antifungalni, antivirové, nematocidni, insekticidni a antioxida¢ni
vlastnosti se pouzivaji jako antioxidanty a konzervacni latky potravin. Aplikace esencidlnich
oleju jako konzervacnich latek vyzaduje dobrou znalost jejich vlastnosti, véetné citlivosti
cilovych mikroorganizmi. To zahrnuje i jejich specificky zptsob U¢inku, antimikrobiélni

ucinnost a vliv sloZek potravinové matrice na jejich antimikrobialni vlastnosti [45].

V praktické Casti diplomové prace byly pozorovany inhibi¢ni G€inky karvakrolu, linaloolu

a limonenu na vybrané bakterie.
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Karvakrol je monoterpenovy alkohol, ktery se vyskytuje ve vysokych koncentracich
v esencidlnim oleji z Thymus vulgaris ¢i Origanum vulgare. Karvakrol se pouziva jako
chut'ova piisada v fad¢ potravin a ndpoji. Jeho struktura je zndzornéna na Obrazku 15 [52,

54].

CHj
OH

H,C CHj

Obrézek 15 Chemicka struktura karvakrolu [55]

v

Linalool je hlavni slozkou oleje z Ocimum basilicum, ale patfi také mezi nejhojnéjsi
komponenty v oleji ziskaném z Lavandula angustifolia. Cisty linalool ma svézi lehkou
kvétinovou viini s jemnym citrusovym efektem a pouziva se ve velkém mnozstvi v mydlech

a pracich prostiedcich. Chemicka struktura linaloolu je vyobrazena na Obrazku 16 [52, 54].

HsC OH

Obrazek 16 Chemicka struktura linaloolu [56]

v

Limonen je nejhojnéjsi slozkou esencialniho oleje z Citrus aurantium a Citrus limon. Tato
slou€enina existuje ve dvou enantiomerech a bylo zjisténo, ze mezi jejich Gc€inky existuji
mirné rozdily. (R)-(+)-limonen je vice biologicky aktivni nez jeho isomer (S)-(-)-limonen.
Limonen se pouziva jako vliiné v domécich produktech a slozkach umélych éterickych olejt.

Na Obrazku 17 je predstavena jeho chemicka struktura [47, 52, 54].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

H3C CH, H,;C CH,

Obrazek 17 Chemicka struktura R-limonenu (vlevo) a S-limonenu (vpravo) [57]

4.4 Antimikrobni ucinky esencialnich oleju

Antimikrobni nebo jiné biologické aktivity esencialnich oleji pfimo koreluji s pfitomnosti
jejich bioaktivnich tékavych slozek. Esencidlni oleje se chemicky skladaji z terpenoidnich
slou€enin (mono-, seskvi- a diterpentt), alkoholi, kyselin, esterti, epoxidi, aldehydu, ketont,
aminii a sulfidd. Lipofilni charakter jejich uhlovodikové kostry a hydrofilni charakter
obsazenych funkcnich skupin méa zésadni vyznam pro antimikrobidlni piisobeni slozek

esencialnich olejt [47, 58].

Ackoli byly antimikrobidlni u¢inky téchto latek sledovany dlouhou dobu, mechanizmy
ucinku nejsou stdle zcela pochopeny. Bylo navrZzeno né€kolik mechanizmi, které by
vysvétlily uéinek slouenin obsazenych v esencialnich olejich. Eterické oleje se vsak
skladaji z n€kolika sloZek a jejich antimikrobidlni aktivita nemiliZze byt potvrzena pouze na
zakladé¢ pisobeni jedné slouceniny. Nékolik vyzkumnikti navrhlo, Ze muze byt
antimikrobidlni wcinek esencidlnich olejii pfic¢itan jejich schopnosti proniknout pies
bakterialni membranu dovnitt buiiky. Esencialni oleje vykazuji inhibi¢ni aktivitu na funkéni

vlastnosti buniky a jejich lipofilni vlastnosti [58].

Fenolicka povaha esencidlnich olejii také vyvolava antimikrobidlni odezvu proti patogeniim
pfenasenych potravinami. Fenolické slouceniny narusuji bunéénou membranu, coz vede
k inhibici funkénich vlastnosti buiiky, a nakonec zplsobuji vytékani vnitiniho obsahu
buiiky. Mechanizmy G¢inku mohou byt spojovany se schopnosti fenolickych sloucenin
ménit propustnost mikrobidlnich bun€k, poSkozovat cytoplazmatické membrany, zasahovat
do systému vyroby bunééné energie (ATP) a dal$i. NaruSend propustnost cytoplazmatické

membrany miize mit za nasledek bunécnou smrt [58].
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Dulezitou vlastnosti esencialnich olejii a jejich slozek je hydrofobicita. Ta jim umoziuje
oddélit lipidy bakteridlni bunééné membrany, mitochondrii a bakteridlni bunka se stava
propustnéjsi. Interakce téchto latek s mikrobidlnimi bunénymi membranami mé za
nasledek inhibici riistu nékterych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Obecné se
predpoklada, Ze jsou esencidlni oleje G€inngjsi proti grampozitivnim bakteriim, v dasledku
pfimé interakce bunééné membrany s hydrofobnimi slozkami téchto olejii. Na zaklad¢
tohoto predpokladu jsou gramnegativni buiilky odoln&jsi vic¢i rostlinnym esencidlnim
olejiim, protoze maji hydrofilni bunécné stény. Tato vnéjsi vrstva pomaha zabranit pronikani

hydrofobnich sloucenin [58].

Na antimikrobni ptisobeni karvakrolu, linaloolu a limonenu ¢i jednotlivych olejt, ve kterych
jsou tyto slozky obsazeny, bylo provedeno n&kolik studii. Casto je pomérné obtizné porovnat
vysledky ziskané z riznych studii, jelikoz sloZeni esencialnich olejii se mize zna¢né lisit
v zavislosti na zemépisnych oblastech, odriidé, veéku rostlin a metodach suseni ¢i extrakce
oleje. Obvykle jsou ve vétsing éterickych olej za antibakterialni aktivitu zodpovédné hlavni
slozky, existuji vSak studie, ve kterych maji esencialni oleje jako celek vyssi antibakteridlni
aktivitu nez kombinace hlavnich izolovanych sloZek. To naznacuje, Ze 1 minoritni slozky
jsou pro aktivitu esencidlnich oleju dtlezité, protoze pravdépodobné vyvolavaji synergicky

ucinek [47, 53].

Sokovi¢ et al. [54] izolovali a testovali esencialni oleje z deseti bylin, které jsou bézné
konzumovény a pisobi proti fadé¢ potravinaiskych patogeni a mikroorganizmi
zpusobujicich kazeni. Zjistili, ze nejvétsi aktivitu proti mikroorganizmim vykazoval
esencialni olej, ktery byl ziskan z Origanum vulgare (oregano). Slozkou s nejvyssi aktivitou
byl karvakrol. VSechny testované oleje vykazovaly lep$i aktivitu proti grampozitivnim
bakteriim neZ bakteriim gramnegativnim, pfi¢emZ nejodolnéjs$i byly mikroorganizmy
zpusobujici kaZzeni — Pseudomonas aeruginosa a Proteus mirabilis. Ze studie je zfejmé, Ze
uhlovodikové monoterpeny projevuji nejnizSi  antibakterialni  aktivitu, zatimco
oxoslouceniny maji vyssi potencial (zejména slouceniny fenolu jako thymol a karvakrol).
Bylo zjisténo, ze derivaty uhlovodikli vykazuji nizsi antimikrobidlni vlastnosti diky jejich
nizké rozpustnosti ve vod¢, kterd omezuje jejich difuizi prostiednictvim média. Ketony,
aldehydy a alkoholy jsou aktivni, ale s odliSnou specifi¢nosti a tirovni aktivity, ktera souvisi
s pritomnou funk¢ni skupinou. Vysledky ukazaly, Ze vétsi antimikrobialni potencial by mohl
byt pfipisovan oxygenovanym terpeniim, zejména fenolickym slouc¢enindm. Z esencidlnich

oleji, které maji souvislost s touto diplomovou praci, se v jejich studii ukazal nejvice aktivni
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olej ziskany z O. vulgare, dale z Ocimum basilicum, Lavandula angustifolia a v posledni
fad¢ olej z C. limon a C. aurantinum. Z jednotlivych slozek esencialnich olejti, rovnéz
vztazenych k této diplomové préci, vykazoval nejslabsi antibakterialni potencial limonen,
silngjsi ucinky mél linalool, avsak UpIné nejsilngjsi proti testovanym mikroorganizmam byl

karvakrol.

Silna antibakteridlni aktivita nékterych olejii (druhy Mentha, T. vulgaris, O. vulgare) a jejich
slozek (menthol, thymol, karvakrol) mize byt vysvétlena vysokym procentem téchto slozek
v danych olejich. U zbyvajicich oleji nebyla zjisténa zadnd vyznamna korelace mezi
antibakterialni aktivitou a procentudlnim zastoupenim hlavnich slozek. To naznacuje, Ze
slozky pfitomné ve vysokych pomérech nemusi byt nutné zodpoveédné za prevaznou Cast
celkové antimikrobni ¢innosti. Rizné antibakteridlni aktivity oleji ve srovnani s jejich
hlavnimi slozkami lze vysvétlit bud’ synergickym u¢inkem raznych slozek v daném oleji,
jak bylo zminéno vyse, ¢i pritomnosti jinych slozek, které mohou byt aktivni 1 v malych

koncentracich [54].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE
Cile ptedlozené prace byly vymezeny néasledovne:

e Stanovit inhibi¢ni u€inky vybranych 1-monoacylglyceroll v riznych koncentracich

na rist grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

e Stanovit inhibi¢ni G€inky vybranych esencialnich olejii v riznych koncentracich na

rust grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.
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6 POUZITA ZARIZENIi A MATERIALY

6.1 Pouzité pristroje a pomucky
e Autoklav Systec 2540EL
e Autoklav Varioklav H+P
e Biologicky termostat Memmert INE 600
e Flow Box Clean Air
e Fotometr TECAN Sunrise TW/TC
e Vortex Mixer Labnet
e Densi-la-meter
e Laboratorni pfedvazky KERN
e Analytické vahy Sartorius BA 110 S
e Chladnicka Electrolux
e Plynovy kahan
¢ Automatické mikropipety Biohit, Nichyrio
e Bakteriologické klicky
e Laboratorni sklo (Petriho misky, kaddinky, zkumavky, odmérné nadoby)

e Laboratorni plastové pomicky (Petriho misky, mikrotitra¢ni desticky, Spicky pro

automatické pipety, zkumavky, stojany)

e Ostatni béZné& pouZivané laboratorni vybaveni a pomiicky

6.2 Pouzité bakterialni kmeny

V diplomové praci bylo testovano deset bakterii, které byly ziskany ze Sbirky mlékatskych
mikroorganizmii Laktoflora (CCDM) nebo z Ceské sbirky mikroorganizmti (CCM).

e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
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Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Enterococcus durans CCDM 53

Enterococcus faecalis CCM 2665

Enterococcus faecalis CCM 4224

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Proteus mirabilis CCM 7188

6.3 Zivna média

Kultivaéni pida M17 Broth (HiMedia) — pro bakterialni kmeny Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 48, CCDM 141, CCDM 1004, Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824, CCDM 946, Enterococcus durans CCDM 53 a Enterococcus
faecalis CCM 2665, CCM 4224

Kultiva¢ni pida Nutrient Broth (HiMedia) — pro bakteridlni kmeny Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 a Proteus mirabilis CCM 7188

6.4 Chemikalie

1-monoacylglycerol kyseliny kaprylové — monokaprylin (MAG C8:0)
1-monoacylglycerol kyseliny kaprinové — monokaprin (MAG C10:0)
1-monoacylglycerol kyseliny laurové — monolaurin (MAG C12:0)

Monoacylglyceroly byly vyrobeny adici pfislusSné mastné kyseliny (Sigma-Aldrich)
na glycidol (Sigma-Aldrich) za katalytického pisobeni chromitych iontd (chromium

IIT acetat hydroxid — Sigma-Aldrich) na pracovisti Fakulty technologické, UTTTK.
Karvakrol (Sigma-Aldrich)

Linalool (Sigma-Aldrich)

Limonen (Sigma-Aldrich)

Ethanol denaturovany (LachNer)

Chlorid sodny (LachNer)
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7 METODIKA

7.1 Priprava zasobnich roztoku 1-monoacylglycerolii a esencialnich oleju

Zasobni roztoky 1-monoacylglyceroli byly pfipraveny nasledujicim zptisobem. V 10 ml
absolutniho ethanolu byla rozpusténa navazka 0,5 g ptislusného MAG. Timto postupem byl

zasobni roztok ptipraven v koncentraci 5 % (w/v).

Zasobni roztoky esencialnich oleji o koncentraci 5 % (w/v) byly pfipraveny obdobnym

zpusobem. VSechny pfipravené roztoky byly uchovany pfi laboratorni teploté.

7.2 Priprava kultiva¢nich pid a fyziologického roztoku
Tekuta pida M17 Broth

Bylo navazeno 21,25 g pady M 17 Broth a poté bylo pfidano 500 ml destilované vody. Takto

pfipravend puda byla autoklavovana pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.
Tekuta pida Nutrient Broth

Navazka 3,25 g pidy Nutrient Broth byla smichana s 250 ml destilované vody. Ptipravena

puda byla rovnéz autoklavovana pfi teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut.
Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok byl pfipraven smichdnim 8,5 g NaCl a 1000 ml deionizované vody. Po

rozpusténi chloridu sodného byl roztok autoklavovan pfi teploté 121 °C po dobu 20 min.

7.3 Resuscitace mikroorganizmu

Zasobni kultury mikroorganizmi byly pfipraveny pfeockovanim zmraZenych kultur na
pevnou agarovou pudu M 17 Broth resp. Nutrient Broth (¢i Plate Count agar, PCA) na Petriho
miskéch. Nasledné byly bakterie ponechany ke kultivaci pti 30 °C po dobu 24 hodin.

Po celou dobu byly vyizolované bakterie uchovavany na Petriho miskach s pfisluSnymi
agary. Po 3 — 4 tydnech byly jednotlivé bakteridlni kmeny preockovany a dale uchovavany
pfi teploté 4 + 2 °C.

7.4 Priprava bakterialni suspenze

K vlastnimu experimentu byla pouzita suspenze bakterii. Z vyizolovanych bakterialnich

kmenl pomoci frakcionovaného kifiZového roztéru byla sterilné ockovaci klickou odebrana
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vyizolovana kolonie pfislusné bakterie. Bakteridlni kolonie byla naockovana do zkumavky
se 4 ml daného tekutého bujonu. Tekuté zivné médium M17 Broth a Nutrient Broth slouzilo
k pomnozeni bakterii. Pfipravena bakterialni suspenze byla kultivovana pii 30 °C do druhého

dne.

Suspenze bakterii byla po kultivaci v dal$i zkumavce nafedéna fyziologickym roztokem na

hodnotu cca 0,5 dle stupnice McFarlanda.

7.5 Dekontaminace pouZitého materialu

Veskery pouzity material byl dekontaminovan v autoklavu pii teploté¢ 132 °C po dobu 20

minut.

7.6 Sledovani inhibi¢niho ucinku 1-monoacylglycerolii a esencialnich

oleji na rast bakterii

Dilu¢ni metody se fadi mezi kvantitativni metody, kterymi je mozné stanovit minimalni
testovaného mikroorganizmu. V ptedlozené diplomové praci byla zvolena tzv. mikrodilu¢ni

metoda.

Utinek 1-monoacylglycerolii a esencilnich olejii na riist bakterii byl sledovan s pouZitim
pfistroje TECAN Sunrise TW/TC. Rust bakterii byl pozorovan na mikrotitra¢nich
destickach po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C a byl hodnocen jako zména optické denzity
suspenze bungk. Nartst bakterii byl méfen pii vlnové délce 600 nm v intervalech 60 minut.
Pied kazdym métenim byl vzorek protifepan po dobu 15 sekund. Pfistroj byl fizen pomoci

software Magellan.

Rast  mikroorganizmt byl sledovan v nékolika  koncentracich  jednotlivych
monoacylglycerolil a esencidlnich oleji. Pro monoacylglyceroly byly zvoleny koncentrace
25, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 mg/l a pro esencidlni oleje 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250,
500 mg/l. PouZité¢ koncentrace monoacylglyceroli a esencialnich olejii byly pfipraveny
nasledujicim zptisobem. Do zkumavky se 4 ml tekuté¢ho bujonu bylo steriln¢ napipetovano
spoctené mnozstvi zasobniho roztoku ptislusného MAG, resp. esencialniho oleje. Konkrétni
mnozstvi zasobnich roztoklt MAG a esencialnich olejli na ptipravu pouzitych koncentraci je

znazornéno v Tabulce 1 a 2.
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Tabulka 1 Mnozstvi ptidavku monoacylglycerolu pro ziskani dané koncentrace

Koncentrace MAG Mnoistvi MAG Mnoistvi bujénu
(mg/1) () (ml)
25 2 4
50 4 4
100 8 4
250 20 4
500 40 4
1000 80 4
1500 120 4

Tabulka 2 Mnozstvi ptidavku esencidlniho oleje pro ziskani dané koncentrace

Koncentrace es. oleje Mnoistvi es. oleje Mnoistvi bujénu
(mg/1) (1) (mi)

6,25 0,5 4
12,5 1 4

25 2 4

50 4 4

100 8 4
250 20 4
500 40 4

Na jedné mikrotitracni desti¢ce byl sledovan rust péti bakterialnich kmeni v sedmi riznych
koncentracich monoacylglycerolii nebo esencialnich olejii. U vSech koncentraci inhibi¢nich
latek, vcetné kontrol, byl rist sledovan duplicitné, tedy ve dvou jamkéach mikrotitracni

desticky.

Rozvrzeni vzorki v mikrotitrani desticce je predstaveno v Tabulce 3 pro

monoacylglyceroly a v Tabulce 4 pro esencidlni oleje.
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Tabulka 3 Rozvrzeni vzorkl v mikrotitracni desti¢ce pii testovani riiznych koncentraci

monoacylglyceroli

Bez MO M1 M2 M3 M4 M5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 mg/I A NK NK PK PK PK PK PK PK PK PK PK PK
25mg/l B NK NK

50mg/l C NK NK

100mg/l D NK NK

250mg/l E NK NK

500mg/l F NK NK

1000mg/l G NK NK

1500 mg/l H NK NK

M1 — M5 predstavuji pouzité bakteridlni kmeny, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni

kontrola
Tabulka 4 Rozvrzeni vzorkli v mikrotitracni desti¢ce pfi testovani riznych koncentraci
esencialnich olejl

Bez MO M1 M2 M3 M4 M5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Omg/l., A NK NK PK PK PK PK PK PK PK PK PK PK
6,25mg/l B NK NK
12,5mg/l C NK NK
25mg/l D NK NK
50mg/l E NK NK
100mg/l F NK NK
250mg/l G NK NK
500mg/l H NK NK

M1 — M5 predstavuji pouzité bakterialni kmeny, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni

kontrola

Do kazdé z jamek mikrotitracni desticky byl pipetovan vzorek v celkovém objemu 205 pl,
ato 200 pl kultivaéniho média (M17 Broth nebo Nutrient Broth) s pfisluSnou koncentraci
monoacylglycerolu, ¢i esencidlniho oleje a 5 pl suspenze bakterii. Jako pozitivni kontrola
byly pouzity jamky, do kterych bylo pipetovano 200 pl kultivaéniho média bez ptislusné
inhibi¢ni latky a 5 pl suspenze bakterii. V piipadé negativni kontroly bylo do jamek

pipetovano 200 pl bujonu obsahujictho MAG v ptislusné koncentraci bez bunééné suspenze.
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Z namétenych hodnot optické denzity byly po 24 hodinové kultivaci sestrojeny rustové
ktivky pomoci zavislosti optické denzity na Case. Tyto kiivky jsou soucasti ptiloh. Zmény
rustu bakterii v prostfedi s monoacylglyceroly a esencidlnimi oleji byly hodnoceny jako
index rastu (IR) podle Blaszyk a Holley [59]:

_ (0Dgoo-NK) |

IR
PK

100

— kde IR je index ristu, OD600 optickd denzita testované kultury v médiu s pfislusnou
koncentraci inhibi¢ni latky, NK optickd denzita negativni kontroly pro piislusnou

koncentraci inhibi¢ni latky a PK optickéa denzita pozitivni kontroly.
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8 VYSLEDKY

8.1 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist bakterii

Pro sledovani vlivu 1-monoacylglycerolt na rist bakterii byly zvoleny nasledujici MAG —
MAG kyseliny kaprylové (MAG C8:0), MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0) a MAG
kyseliny laurové (MAG C12:0). VSechny monoacylglyceroly byly pouzity v koncentracich
25 az 1500 mg/1.

Utinky monoacylglycerolt byly sledovany u osmi grampozitivnich bakterii (Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 141, CCDM 1004, Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824, CCDM 946, Enterococcus durans CCDM 53 a Enterococcus faecalis CCM
2665, CCM 4224) a dvou gramnegativnich bakterii (Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420 a Proteus mirabilis CCM 7188).

8.1.1 Vliv 1-monoacylglycerolii na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Z Obrazku 18 je patrné, ze nejvétsi inhibiéni G€inek proti Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 48 vykazoval po 24 hodinach kultivace MAG C12:0. Index rastu bun¢k byl pfi
pouziti tohoto MAG niz8i nez 5 % a pii koncentraci 500 mg/l doslo k Gplné inhibici rustu.
Dobré¢ inhibi¢ni G€inky prokazal také MAG C10:0 pfi jeho pouziti v koncentracich 100 mg/1
a vyse, kdy dochazelo ke sniZeni indexu riistu na 5 % a méné, ¢i nastala Giplnd inhibice rlstu
(100, 250 a 500 mg/l). Pii koncentraci 50 mg/l naopak bakterie rostly jeste¢ lépe nez
u kontrolniho vzorku. V ptipadé¢ MAG C8:0 byly za inhibici ristu odpovédné az vysoké
koncentrace (1000 a 1500 mg/l), které zpusobily témét uplné zastaveni ristu testovaného

mikroorganizmu.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P I) byly odecteny nasledujici minimalni inhibi¢ni koncentrace
—pro MAG C8:0 1000 mg/l, MAG C10:0 100 mg/l a pro MAG C12:0 25 mg/l. Tyto hodnoty

souhlasi s Obrazkem 18.
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Obrazek 18 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 48 po 24 hodinach kultivace

8.1.2 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Nejvétsi inhibiéni G€inek na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 prokazal opét MAG
C12:0 od koncentrace 100 mg/l a vice, kde byl index rlstu udrZzovan pod hodnotou 5 %.
Z Obrazku 19 lze pozorovat, ze se zvySujici se koncentraci tohoto MAG dochazelo
k postupnému snizovani hustoty bakteridlni suspenze. Pfi nejniz§ich pouzitych
koncentracich (25 a 50 mg/l) doSlo ke snizeni indexu ristu pod 40 %. Pfi pouziti
monokaprinu doslo k vyraznému sniZeni indexu ristu (pod 5 %) pfi koncentracich 250 —
1500 mg/l. U nékterych nizSich koncentraci byl pozorovan vys$i index riistu oproti
kontrolnimu vzorku. Inhibi¢ni potencial ukéazal rovnéz monokaprylin, avSak pouze ve
vysokych koncentracich (1000 a 1500 mg/l). U z4dné z testovanych latek nedoslo k uplné

inhibici ristu daného mikroorganizmu.

Z rustovych kiivek (Ptiloha P II) byly odecteny nésledujici minimalni inhibi¢ni koncentrace

—pro MAG C8:0 1000 mg/l, MAG C10:0 250 mg/l a pro MAG C12:0 100 mg/I.
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Obrazek 19 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 141 po 24 hodinach kultivace

8.1.3 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Dalsim testovanym mikroorganizmem byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004,
u kterého byla zjiSt€éna nejvEétsi inhibice rlistu pifi pouZiti monolaurinu, stejné jako
v predchozich ptipadech. Tento monoacylglycerol plsobil nejvice inhibicné v rozmezi
koncentraci 100 — 1500 mg/l a dochédzelo bud’ k uplné inhibici ¢i k nepatrnému ristu. Pii
pouziti nizSich koncentraci byl vidén narast bunék pod 50 %. Monoacylglycerol kyseliny
kaprinové od koncentrace 250 mg/l zplsobil sniZzeni indexu ristu pod 5 %. Pfi niZSich
koncentracich této latky dochéazelo k podpofe riistu daného mikroorganizmu. Monokaprylin
zpisoboval vyraznou inhibici ristu pii koncentracich 1000 a 1500 mg/l. Pti nizSich
koncentracich nebyl prokazan vyznamny inhibi¢ni uc¢inek, nebo dochazelo k podpofte ristu
této bakterie. Index rastu tohoto mikroorganizmu pro jednotlivé monoacylglyceroly je

znazornén na Obrazku 20.

Z rustovych kiivek (Ptiloha P IIT) byly odecteny nésledujici minimalni inhibi¢ni koncentrace
— pro MAG C8:0 1000 mg/l, MAG C10:0 250 mg/l a pro MAG C12:0 100 mg/l. Tyto
hodnoty lze odecist také z Obrazku 20.
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Obrazek 20 U¢inky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 1004 po 24 hodinach kultivace

8.1.4 Vliv 1-monoacylglycerolii na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Dalsim sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Bylo
zjiSté€no, ze vSechny testované latky vykazovaly inhibi¢ni u¢inky na rist této bakterie, avSak
pfi riznych koncentracich (viz Obrazek 21). Monolaurin prokazal v tomto piipadé nejvétsi
inhibi¢ni potencial, kdy 1 nejnizsi koncentrace této latky zpiisobila pokles indexu ristu pod
40 %. V rozmezi koncentraci 100 az 1500 mg/1 doslo bud’ k Gplnému zastaveni riistu, nebo
byl rGst minimdlni. U monoacylglycerolu kyseliny kaprinové bylo zjiSt€no, Ze pfi
koncentraci 100 mg/l doslo ke sniZeni rastu pod 60 %. Pfi koncentraci 500 mg/1 byl rist
zcela inhibovan. U koncentraci 250, 1000 a 1500 mg/1 byl vidén nartst bakterie, ale index
ristu byl zachovan na hodnoté pod 5 %. Monoacylglycerol kyseliny kaprylové vykazal
nejvetsi inhibiéni G¢inky opét v jeho nejvyssich koncentracich, konkrétné 1000 a 1500 mg/1.

Pti téchto koncentracich byl index rlistu nepatrny.

Z rastovych kiivek (Pfiloha P IV) byly odecteny nésledujici minimalni inhibi¢ni

koncentrace — pro MAG C8:0 1000 mg/l, MAG C10:0 250 mg/1 a pro MAG C12:0 100 mg/I.
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Obrazek 21 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 824 po 24 hodinach kultivace

8.1.5 Vliv 1-monoacylglycerolii na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Poslednim z testovanych laktokokli byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,
u které¢ho byl sledovan vyznamny pokles ristu pti pouziti MAG C12:0. Tato latka jiz
v nejnizsi koncentraci snizila index riistu pod 40 %. Od koncentrace 50 mg/1 byl zaznamenéan
rast nejvyse kolem 1 %. V piitomnosti MAG C10:0 nebyl zaznamenan zadny rast pfi
koncentraci 500 mg/l. Pii nejvyssich koncentracich (1000 a 1500 mg/1) doslo k ristu dané
bakterie, ale index riistu se udrzoval pod hodnotou 5 %. Pro koncentraci 250 mg/l byla
vypoctena nizk4 hodnota indexu riistu. V rozmezi koncentraci 25 az 50 mg/1 byl pozorovan
lepsi rtst oproti kontrolni kultufe. V ptipadé monokaprylinu byl zjistén nejvétsi inhibicni
potencial pii koncentraci 1000 a 1500 mg/l, kdy byl zaznamenéan pouze nepatrny narist (viz
Obrazek 22).

Z rustovych kiivek (Pfiloha P V) byly odecteny nésledujici minimalni inhibi¢ni koncentrace

—pro MAG C8:0 1000 mg/l, MAG C10:0 250 mg/l a pro MAG C12:0 50 mg/l.
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Obrazek 22 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 946 po 24 hodinach kultivace

8.1.6 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Enterococcus durans CCDM 53

U bakterie Enterococcus durans CCDM 53 byla prokazéana nejvyssi inhibicni aktivita také
pro monoacylglycerol kyseliny laurové. Pii koncentracich 50 mg/l a 1500 mg/l doslo
k uplnému zastaveni ristu a v rozmezi koncentraci 100 az 1000 mg/l byl zaznamenan jen
nepatrny rast (viz Obrazek 23). Pfi pouziti monoacylglycerolu kyseliny kaprinové byla
nejvice ucinna koncentrace 500 mg/l, ktera zastavovala rust této bakterie. Pfi vysSSich
koncentracich byl sledovan riist pod 5 %. NiZ§i koncentrace této latky naopak podporovaly
rust testovaného enterokoka. Monokaprylin plisobil proti riistu pouze v nejvyssi koncentraci
(1500 mg/1). Pii této koncentraci doslo k vyrazné inhibici rastu. Zbylé koncentrace (kromé

1000 mg/1) spise ptispivaly k rastu.
Z rustovych kiivek (Ptiloha P VI) byly odecteny nasledujici minimdlni inhibi¢ni

koncentrace — pro MAG C8:0 1500 mg/l, MAG C10:0 500 mg/l a pro MAG C12:0 50 mg/1.
Stejné hodnoty lze pozorovat z Obrazku 23.
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Obrazek 23 U¢inky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Enterococcus durans

CCDM 53 po 24 hodinach kultivace

8.1.7 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Enterococcus faecalis CCM 2665

Dalsim sledovanym enterokokem byl Enterococcus faecalis CCM 2665, na néjz vykazoval
nejvétsi inhibiéni efekt monolaurin v koncentracich 250 mg/l a vyse. Uginné viak byly také
nizsi koncentrace. Pti koncentracich 25 az 50 mg/1 byl zaznamenan index rastu pod 25 %.
Pro koncentraci 100 mg/l pak byla zjisténa hodnota ristu pod 5 %. Monokaprin projevil
nejvyssi potencial pii koncentraci 500 mg/l, kdy nebyl zaznamenan zadny rast. Pfi vyssich
koncentracich byl vypocitan index rastu pod 5 %. Z niz§ich testovanych koncentraci mé¢la
opacny ucinek koncentrace 25 mg/l, kterd podpofila rist této bakterie. V ptipadé
monokaprylinu se ukdzala 0¢innd koncentrace 100 mg/l a 1500 mg/l. Pfi téchto
koncentracich byl pozorovan velmi nizky index rastu. Pti koncentraci 1000 mg/1 byl index
ristu snizen pod 50 %. Index rlstu pro tento mikroorganizmus s jednotlivymi

monoacylglyceroly je zndzornén na Obrazku 24.

Z rustovych kiivek (Ptfiloha P VII) byly odecteny nasledujici minimalni inhibi¢ni
koncentrace — pro MAG C8:0 1500 mg/l, MAG C10:0 500 mg/l a pro MAG C12:0 100 mg/I1.
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Obrazek 24 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Enterococcus faecalis

CCM 2665 po 24 hodinach kultivace

8.1.8 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Enterococcus faecalis CCM 4224

Poslednim testovanym enterokokem byl Enterococcus faecalis CCM 4224. Z pouzitych
monoacylglycerol vykazoval nejvysSi inhibi¢ni potencidl MAG C12:0, stejné jako
v ptedeslych ptipadech (viz Obrazek 25). Pti koncentracich 250 mg/l az 1500 mg/l doslo
k vyznamné inhibici rdstu, kdy hodnota indexu ristu dosahovala maximalné¢ 1,5 %.
Monoacylglycerol kyseliny kaprinové prokazal nejvyssi ucinnost proti této bakterii pfi
koncentracich 500 a 1000 mg/l. Nartst bun¢k byl bud’ zcela zastaven nebo byl pouze
nepatrny. Pfi koncentraci 1500 mg/I index rustu €inil necelych 10 %. Monokaprylin projevil
nejvyssi inhibi¢ni aktivitu pifi koncentraci 1500 mg/l, ale riist nebyl zcela potlacen. Nizsi

koncentrace (krom¢ 1000 mg/1) naopak podpofily rist tohoto mikroorganizmu.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P VIII) byly odecteny ndasledujici minimalni inhibi¢ni
koncentrace — pro MAG C8:0 1500 mg/l, MAG C10:0 500 mg/l a pro MAG C12:0 100 mg/1.
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Obrazek 25 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Enterococcus faecalis

CCM 4224 po 24 hodinach kultivace

8.1.9 Vliv 1-monoacylglycerolii na rust Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420

Dalsi testovanou bakterii byla Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM
4420, ktera se oproti predeSlym bakteriim 1i§i svou bunécnou sténou gramnegativniho typu.
V tomto piipadé se nejvice ufinnym monoacylglycerolem ukizal MAG C8:0, ktery pii
koncentraci 1000 mg/l zcela potlacil jeji rast. Uginna byla rovnéz koncentrace 1500 mg/l,
pfi které byl zaznamenan jen nizky index ristu (viz Obrazek 26). Monoacylglycerol kyseliny
kaprinové vykazal inhibi¢ni u€inky zejména pii koncentracich 500 mg/1 a vice. Index rastu
zde ¢inil 32 % a méné. U zadné z koncentraci nedoslo k uplnému zastaveni ristu dané
bakterie. U monolaurinu bylo pozorovano, ze se zvysujici se koncentraci MAG (az na
vyjimku pfi koncentraci 1500 mg/l) dochéazi ke snizeni indexu rtustu. Od koncentrace 250
mg/l a vySe doslo ke snizeni riistu pod 60 %. Stejné€ jako u monokaprinu vSak nedoslo k uplné
inhibici.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P IX) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro MAG
C8:0 1500 mg/1. V ptipadé¢ MAG C10:0 a MAG C12:0 nedoslo k uplné inhibici, jak mizeme
vidét i na Obrazku 26.
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Obrazek 26 U¢inky vybranych 1-monoacylglycerold na riist bunék Salmonella enterica

subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 24 hodinach kultivace

8.1.10 Vliv 1-monoacylglyceroli na rist Proteus mirabilis CCM 7188

Poslednim sledovanym mikroorganizmem byl Proteus mirabilis CCM 7188, ktery patii
stejné jako zastupci rodu Salmomella mezi gramnegativni bakterie. Obdobné jako
v pfechozim piipadé byl prokazan nejvyssi inhibi¢ni i€inek u monokaprylinu (viz Obrazek
27). Pti koncentraci 1000 a 1500 mg/l byla hodnota indexu rdstu velmi nizka, a to kolem
1 %. Index rustu byl vSak snizen pod 50 % jiz u koncentrace 500 mg/l. Monokaprin byl
v tomto piipad¢é nejvice ucinny pii koncentracich 500 az 1500 mg/l, avSak k Gplnému
zastaveni riistu nedoslo. Tyto koncentrace sniZily index riistu pod 10 %. Monolaurin na tento
mikroorganizmus nevykazoval vyznamné inhibi¢ni ucinky. Pfi koncentraci 1000 mg/1 bylo

dosazeno nejnizsi hodnoty indexu riistu, ktera ¢inila ptiblizné 60 %.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P X) byla ode¢tena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro MAG

C8:01 MAG C10:0 1000 mg/1. V ptipadé¢ MAG C12:0 nedoslo k tplné inhibici.
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Obrazek 27 Uginky vybranych 1-monoacylglycerolii na riist bunék Proteus mirabilis CCM
7188 po 24 hodinach kultivace

8.2 Vliv esenciidlnich olejui na rast bakterii

Pro studium vlivu esencialnich olejli na rist bakterii byly zvoleny nésledujici latky —
karvakrol, linalool a limonen. VSechny tyto slozky esencialnich olejii byly pouzity

v koncentracich 6,25 az 500 mg/I.

Utinky esencialnich olejti byly rovnéz zkouméany u osmi grampozitivnich bakterii
(Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 141, CCDM 1004, Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824, CCDM 946, Enterococcus durans CCDM 53 a Enterococcus
faecalis CCM 2665, CCM 4224) a dvou gramnegativnich bakterii (Salmonella enterica
subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 a Proteus mirabilis CCM 7188).

8.2.1 Vliv esencialnich oleji na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Z pouzitych latek mél na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 nejvyssi inhibicni efekt
karvakrol v koncentracich 100 mg/l a vySe (viz Obrazek 28). Pfi koncentracich 100 a 250
mg/I doslo ke snizeni indexu rastu piiblizn€ pod 5 %. Pti pouziti nejvyssi koncentrace, tedy
500 mg/l, doslo k UipIné inhibici ristu. Zbylé koncentrace nemély vyrazny inhibi¢ni u€inek,
nebo riist daného mikroorganizmu jesté podporovaly. Pii sledovani Gi¢inku linaloolu bylo
zjisténo, ze jedinou koncentraci, ktera snizi rast pod 40 % je 100 mg/l. Koncentrace 25, 50

a 1500 mg/1 zptsobily snizeni rastu piiblizné pod 65 %. Limonen vykazal nejnizsi inhibi¢ni
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ucinky proti této bakterii. Pfi koncentraci 50 mg/l doslo ke snizeni indexu ristu pod 65 %.

Koncentrace 6,25 a 250 mg/l naopak vyrazné podpofily riist testovaného mikroorganizmu.

Z ristovych kiivek (Pfiloha P XI) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 100 mg/l. Pfi pouziti linaloolu nenastala inhibice, ale pfi koncentraci 500 mg/l
doslo k prodlouzeni doby lagu skoro az na 20 hodin. U limonenu také nedoslo k inhibici

rustu, ale pii koncentracich 250 a 500 mg/I doba lagu ¢inila ptiblizn€ 12 hodin.
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M Kontrola ®6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l mM50mg/l mW100 mg/l WM250 mg/I MW 500 mg/l

Obrazek 28 Uginky vybranych esencialnich oleji na riist bunék Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 48 po 24 hodinach kultivace

8.2.2 Vliv esencialnich oleji na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Dals$im sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141. Nejvice
ucinny byl opét karvakrol, ktery pti koncentraci 250 a 500 mg/1 snizil index rdstu na velmi
nizkou hodnotu. K uplné inhibici riistu vsak nedoslo. Pii koncentraci 100 mg/l doslo
k poklesu rastu pod 60 %. Linalool neprokdzal vyrazné inhibi¢ni u¢inky na danou bakterii
v zaddnych koncentracich. Limonen, obdobné¢ jako linalool, nevykazal témé&f zadny inhibi¢ni
potencial. Nékteré koncentrace dokonce podpofily rist bakterie. Hodnoty indexu rastu pro

jednotlivé testované koncentrace latek jsou znazornény na Obrazku 29.

Z rustovych kiivek (Ptiloha P XII) byla odeftena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/l. Pii pouziti linaloolu ani limonenu nenastala inhibice, ale pfi jejich

koncentraci 500 mg/1 doslo k prodlouzeni doby lagu asi na 6 hodin.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 29 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bunék Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 141 po 24 hodinach kultivace

8.2.3 Vliv esencialnich oleji na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Z Obrazku 30 je mozné pozorovat, ze pii pouziti karvakrolu na Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 1004, doslo postupné ke sniZeni indexu rlstu se zvySujici se koncentraci. Pfi
koncentraci 500 mg/l byla zaznamenéana Uplnd inhibice ristu. Velmi G¢inna byla rovnéz
koncentrace 250 mg/1, kdy byl pozorovan nartst kolem 1 %. Linalool nevykazal zasadni
inhibi¢ni uc€inky proti testované bakterii. Limonen ve vsSech koncentracich naopak

podporoval riist tohoto laktokoka a inhibi¢ni Gi€inek tedy nebyl zaznamenan.

Z rustovych kiivek (Ptiloha P XIII) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/l. Pfi pouziti linaloolu ani limonenu nenastala inhibice, ale pfi jejich
koncentraci 500 mg/l doslo k prodlouzeni doby lagu asi na 6 hodin, stejné¢ jako

u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 30 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bunék Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 1004 po 24 hodinach kultivace

8.2.4 Vliv esencialnich oleji na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Dalsim testovanym mikroorganizmem byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824.
Karvakrol potvrdil nejvyssi inhibi¢ni potencidl 1 v tomto pfipadé. Koncentrace 250 a 500
mg/1 sniZily index rstu na hodnotu maximalné 1,5 %. Pfi n¢kterych nizSich koncentracich
bakterie rostly 1épe nez v kontrolnim vzorku bez inhibi¢ni latky. Pouziti linaloolu pfii
koncentraci 25 a 100 mg/1 zptisobilo pokles riistu ptiblizn€ na 75 %. U ostatnich koncentraci
nebyla pozorovdna vyznamnd zména. Limonen také neptlsobil pfili§ inhibiéné a v mnoha

ptipadech spiSe podpofil rist mikroorganizmu (viz Obrazek 31).

Z rustovych kiivek (Pfiloha P XIV) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro

karvakrol 250 mg/1. Inhibi¢ni u€inky linaloolu ani limonenu nebyly prokazany.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 31 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bunék Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 824 po 24 hodinach kultivace

8.2.5 Vliv esencialnich oleji na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Poslednim sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946.
Proti ristu této bakterie se nejvice uplatnil karvakrol, ktery ji pfi koncentraci 250 a 500 mg/1
témer zcela potlacil. PfinizSich koncentracich dochazelo casto ke zlepSeni ristu (viz
Obrazek 32). U linaloolu ani limonenu nebyl znovu prokazan vyznamny inhibi¢ni G¢inek na
danou bakterii. U nékterych koncentraci byl stejné jako v piedchozich ptipadech podpoten

rust oproti kontrolnimu vzorku.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P XV) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/l. Inhibi¢ni ucinky linaloolu a limonenu nebyly prokézany ani v tomto

pripadé.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 32 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bunék Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 946 po 24 hodinach kultivace

8.2.6 Vliv esencialnich oleji na rist Enterococcus durans CCDM 53

Mezi dalsi testované bakterie patiil Enterococcus durans CCDM 53. Pfi pouziti karvakrolu
doslo k vyraznému sniZeni ristu pii koncentraci 250 mg/l a pfi 500 mg/l byl rist zcela
zastaven (viz Obrazek 33). Latky linalool a limonen neprokazaly vyrazné zmény v riistu této

bakterie. Casto naopak dochazelo k podpofe riistu tohoto enterokoka v pfitomnosti

zkousSenych latek.

Z ristovych kiivek (Ptiloha P XVI) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/l. Inhibi¢ni G¢inky linaloolu nebyly prokazany, ale pii koncentraci 500
mg/l doslo k vyraznému prodlouzeni lagu ptiblizn€ na 15 hodin. U limonenu bylo dospéno

k podobnym zavérim, ale doba lagu pii 250 a 500 mg/1 ¢inila asi 6 hod.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 33 Uginky vybranych esencidlnich olejii na riist bunék Enterococcus durans

CCDM 53 po 24 hodinach kultivace

8.2.7 Vliv esencialnich oleji na rist Enterococcus faecalis CCM 2665

Na snizeni ristu Enterococcus faecalis CCM 2665 mél nejvétsi vliv rovnéz karvakrol. Pri
koncentraci 250 mg/l doslo ke sniZeni ristu pod 40 % a pii nejvyssi testované koncentraci
této latky (500 mg/l) jiz nebyl zaznamenan zadny nartst. Linalool sniZil riist pod 80 % pfi
jeho pouziti v koncentraci 50 mg/l. Ostatni koncentrace nebyly pfili§ u¢inné (viz Obrazek
34). Limonen byl u¢inny v koncentracich 12,5 a 50 mg/1. Pfi téchto koncentracich vSak doslo

ke sniZeni riistu pouze pod 80 %.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P XVII) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro

karvakrol 500 mg/l. Inhibi¢ni u€inky linaloolu ani limonenu nebyly prokazany.
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Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 34 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bun&k Enterococcus faecalis

CCM 2665 po 24 hodinach kultivace

8.2.8 Vliv esencialnich olejii na riust Enterococcus faecalis CCM 4224

Posledni sledovanou grampozitivni bakterii byl Enterococcus faecalis CCM 4224.
Karvakrol v koncentracich 250 a 500 mg/l témét zastavil narist tohoto mikroorganizmu.
Méné tcinny byl linalool, ktery pii koncentracich 6,25 az 50 mg/1 snizil index riistu pfiblizné
na 60 % a méné. Uinnost limonenu v tomto piipadé nemohla byt vyhodnocena, jelikoz dany
mikroorganizmus nevyrostl ani v kontrolnich jamkéch bez této inhibic¢ni latky. Lze vSak

predpokladat, Ze by linalool nepisobil pfili§ inhibi¢né, stejné jako na ostatni enterokoky.

Z rustovych kiivek (Pfiloha P XVIII) byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro

karvakrol 250 mg/1. Inhibi¢ni u€inky linaloolu nebyly prokazany.
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KARVAKROL LINALOOL
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 35 Uginky vybranych esencidlnich olejii na riist bunék Enterococcus faecalis

CCM 4224 po 24 hodinach kultivace

8.2.9 Vliv esencidlnich oleji na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420

Nejvice ucinny na bakterii Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
byl stejné€ jako u grampozitivnich bakterii karvakrol. Pfi jeho koncentraci 100 mg/I doslo ke
snizeni ristu pod 40 % a pti vysSich koncentracich (250 a 500 mg/1) byl rlist pouze nepatrny,
nebo byl zcela zastaven. Linalool na tuto bakterii nebyl pfilis u¢inny. Ke snizeni indexu riistu
pod 80 % doslo pouze u nejvyssi koncentrace, tedy pii 500 mg/l. Limonen byl nejméné
efektivni z téchto latek, jelikoz Zadna z koncentraci nezpisobila snizeni riistu ani pod 80 %.
Index rtistu vypocteny pro tento mikroorganizmus v zavislosti na koncentracich jednotlivych

latek je znazornén na Obrazku 36.

Z ristovych kiivek (Pfiloha P XIX) byla odectena minimélni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/1. Inhibi¢ni u¢inky linaloolu nebyly prokézany, ale lag pfi koncentraci 500
mg/1 ¢inil 4 hodiny. Limonen rovnéZ nevykazal ucinek proti této bakterii. Stejné vysledky

muzeme sledovat pomoci indexu ristu na obrazku nize.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 36 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bungk Salmonella enterica subsp.

enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 24 hodinach kultivace

8.2.10 Vliv esencialnich oleji na rist Proteus mirabilis CCM 7188

Poslednim sledovanym mikroorganizmem byl Proteus mirabilis CCM 7188. Bylo zjisténo,
Ze nejvyssi inhibi¢ni G€inky na tuto bakterii vykazoval karvakrol. Z Obrazku 37 lze
pozorovat, ze se zvySujici se koncentraci karvakrolu doSlo k postupnému sniZeni indexu
rustu. Koncentrace 100 mg/I zptsobila snizeni ristu pod 60 %, koncentrace 250 mg/1 zcela
potlacila riist a pii nejvyssi koncentraci index ristu dosahoval maximalné 1 %. Latky linalool
a limonen nebyly pfili§ u¢inné proti ristu této bakterie. U Zadnych z pouzitych koncentraci
v obou piipadech nedoslo ke sniZeni ristu pod 80 %. Koncentrace 25 mg/l naopak podpofila

rust bakterie oproti kontrolnimu vzorku.

Z rustovych kiivek (Piiloha P XX) byla odectena minimdlni inhibi¢ni koncentrace pro
karvakrol 250 mg/l. Inhibi¢ni G¢inky linaloolu nebyly prokazéany, lag trval pfi koncentraci

500 mg/1 asi 5 hodin. Limonen rovnéZ nebyl u¢inny v Zadné z koncentraci.
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KARVAKROL LINALOOL LIMONEN
Pouzité latky

mKontrola m6,25 mg/l m12,5 mg/l 25mg/l m50mg/l m 100 mg/l m250 mg/l m 500 mg/l

Obrazek 37 Uginky vybranych esencialnich olejii na riist bunék Proteus mirabilis CCM

7188 po 24 hodinach kultivace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

9 DISKUZE

Cilem této prace bylo zhodnotit antimikrobidlni U¢inky vybranych 1-monoacylglyceroli
a esencialnich olejit pomoci mikrodilu¢ni metody. Za timto tcelem bylo vybrano celkem
deset kmenti bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou. Osm z testovanych kment patii mezi
grampozitivni bakterie (zastupci rodu Lactococcus a Enterococcus) a dva kmeny mezi

gramnegativni bakterie (zastupci rodu Salmonella a Proteus).

Pro studium inhibi¢nich uc¢inki 1-monoacylglycerolt byl zvolen monoacylglycerol kyseliny
kaprylové, kaprinové a laurové. VSechny byly testovany pti koncentracich 25 — 1500 mg/1.
Bylo zjisténo, Ze na testované grampozitivni bakterie m¢l nejvysSi inhibicni wGcinek
monolaurin. Proti rlstu gramnegativnich bakterii naopak plsobil nejvice monokaprylin.
Monokaprin vykazoval ur€ity inhibi¢ni potencidl proti obéma skupinam. U vSech
testovanych 1-monoacylglycerolt byla tedy prokazana antimikrobidlni aktivita proti
vybranym bakteriim, ktera vSak zéavisela na koncentraci dané inhibi¢ni latky a na typu
bakteridlni bunécné stény. Bylo zde potvrzeno, Ze gramnegativni bakterie jsou odolnéjsi

proti inhibi¢nim G¢inkiim 1-monoacylglyceroll nez grampozitivni bakterie.

Ve studii Bunkové et al. [43], kde byly porovnany antimikrobialni ucinky sedmi 1-
monoacylglycerolii na patogeny ptenasené jidlem, ¢i bakterie zpisobujici kazeni, dospéli
k tomu, Ze v ptitomnosti MAG C8:0 ve vysSich koncentracich (1000 a 1500 mg/1) nebyl po
24 hodinové kultivaci zaznamenan Zadny rast. Monokaprin ovlivnil testované grampozitivni
bakterie na nizSich koncentracich oproti MAG C8:0. Monoacylglycerol kyseliny laurové
vykazal nejlepsi inhibi¢ni efekt proti grampozitivnim bakteriim. U nékterych bakterii stacila
nejniz8i koncentrace (25 mg/l) k Giplné inhibici rastu. Naptiklad Enterococccus faecalis
CCM 4224 byl inhibovan pii koncentracich MAG C12:0 100 mg/l. Proti ristu
gramnegativnich bakterii nejvice pasobil MAG C10:0 pii koncentraci 1500 mg/l.
K vyraznému snizeni rastu Salmonella Enteritidis CCM 4420 doSlo po pfidani MAG C8:0
do kultiva¢niho média v koncentraci 500 mg/1 a vySe. Stejné vysledky byly ziskany i v této
préci, ale stim rozdilem, Ze na gramnegativni bakterie pusobil nejvice MAG C8:0 od

koncentrace 1000 mg/I.
V dalsi ¢asti byly sledovany inhibi¢ni G¢inky karvakrolu, linaloolu a limonenu, jakoZzto

dilezitych slozek esencidlnich oleji. Pouzité koncentrace téchto latek byly zvoleny

v rozmezi 6,25 — 500 mg/l. Z vysledki 1ze pozorovat, Ze proti ristu vSech vybranych bakterii
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byl nejvice G€inny karvakrol. Linalool a limonen naopak neprokazaly zasadni inhibi¢ni
ucinky.
Podobnych vysledkii bylo dosazeno ve studii Sokovi¢ et al. [54], kde slozkou s nejvyssi

inhibic¢ni aktivitou byl karvakrol. Naopak latkou s nejniz§im antimikrobnim potencialem byl

limonen.

Z literarnich zdrojii vyplyva, Ze antimikrobni Uc¢inky esencialnich olejii vice ovliviiuji
grampozitivni nez gramnegativni bakterie, coz se v tomto pfipad¢ nepotvrdilo. Diivodem
mohou byt nizké koncentrace testovanych latek, jelikoz nebyla zaznamenana vyznamna
inhibi¢ni aktivita ani v pfipad¢ linaloolu, ani limonenu. Karvakrol plsobil na bakterie
s bunécnou sténou grampozitivniho i gramnegativniho typu pfiblizné ve stejnych

koncentracich.
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ZAVER

Ptredlozend diplomova prace se zabyva inhibicnim plsobenim monoacylglyceroli

a esencialnich oleji na bakterie s dekarboxylazovou aktivitou.

Na zakladé ziskanych vysledkt Ize vyvodit tyto zavéry:

U vsech testovanych 1-monoacylglyceroll byla prokazana inhibicni aktivita.

Proti rGstu grampozitivnich bakterii nejvice plisobil monoacylglycerol kyseliny
laurové  (MAG  Cl12:0). Nejcitlivgjs$im  mikroorganizmem  k tomuto
monoacylglycerolu byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. K vyrazné
inhibici rlstu vSech testovanych grampozitivnich bakterii pii pouziti monolaurinu

dochazelo nejastéji pii koncentracich 50 a 100 mg/1.

Monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG C10:0) inhiboval rist vSech

testovanych grampozitivnich bakterii pfi koncentracich 250 a 500 mg/1.

Monoacylglycerol kyseliny kaprylové (MAG C8:0) vykazoval inhibi¢ni G¢inky az
pii vyssich koncentracich. Rust laktokokl byl tedy inhibovan pii koncentraci 1000

mg/1, zatimco rast enterokokt pti 1500 mg/1.

Proti gramnegativnim bakteriim naopak nejvice piisobil monoacylglycerol kyseliny

kaprylové pfi vysokych koncentracich 1000 a 1500 mg/1.

Monoacylglycerol kyseliny kaprinové také vykazoval vyraznou, ale o trochu nizsi

inhibici ristu gramnegativnich bakterii pii koncentracich 1000 a 1500 mg/1.

Monoacylglycerol kyseliny laurové byl proti gramnegativnim bakteriim

z testovanych monoacylglycerolii nejméné ti¢inny.

Nejvice t€innou slozkou esencialnich olejii byl karvakrol, ktery zptisoboval inhibici
ristu jak grampozitivnich, tak i gramnegativnich bakterii. Karvakrol projevoval

nejvyssi inhibi¢ni potencidl pii koncentracich 250 a 500 mg/1.

Latky linalool a limonen nebyly pfili§ i€¢inné proti ristu testovanych bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP adenosintrifosfat

BA biogenni aminy

BMK bakterie mlé¢ného kvaSeni

CNS centralni nervovy systém

DAG diacylglyceroly

DAO diaminoooxidaza

DNA deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
HLB hydrofilné-lipofilni rovnovéha

IR index rastu

MAG monoacylglyceroly

MAO monoaminooxidaza

MBC minimalni baktericidni koncentrace
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
OD optické denzita

0OD600 meéfeni optické denzity pi1 600 nm
RNA ribonukleova kyselina

TAG triacylglyceroly
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PRILOHA P I: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 48

P I A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na riist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,800

=@==Kontrola
0,700
€ 0,600 —8—25 mg/|
= 0,500 =@=50 mg/!
S 0,400
‘0’ 0,300 100 mg/I
O 0,200 —®—250 mg/!
0,100 =@=500 mg/I
0,000 me
0 5 10 15 20 25  e=@==1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P I B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na riist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,400

=@==Kontrola
0,350
£ 0,300 =25 mg/|
g 0,250 =@=50 mg/|
S 0,200
O 0,100 == 250 mg/|
0,050 =@=500 mg/|
0,000 me
0 5 10 15 20 25  —=@==1000 mg/I|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P I C: Vliv MAG kyseliny laurové na riist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,600

=@==Kontrola
0,500
— =@=25 mg/I
€ 0,400
o =@=50 mg/|
& 0,300
L 100 mg/I
a 0,200
o —@—250 mg/!|
0,100
0,000 =@= 7500 mg/!|
0 5 10 15 20 25  e=@==1000 mg/|

Cas (h) —@— 1500 mg/|



PRILOHA P II: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 141

P II A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

0,600

=@==Kontrola
0,500
—_ =@=725 mg/|
€ 0,400
P =@==50 mg/|
S 0,300
L 100 mg/I
a 0,200
o) y —@=—250 mg/I
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@==1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P II B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rlst Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

0,900

0,800 ==@==Kontrola
E 0,600
£ 0,400 100 mg/!|
a 0,300
O 0,200 == 250 mg/|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I
Cas (h) ——1500 mg/|

P II C: Vliv MAG kyseliny laurové na riist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

0,800
=@==Kontrola
0,700
0,600 =@==25 mg/I
§ 0,500 =@=50 mg/I
=)
S 0,400 100 mg/I
8 0,300 =@=250 mg/I
0,200
=@=500 mg/I
0,100
0.000 =@=1000 mg/I
0 5 10 15 20 25 ==@==1500 mg/I|

Cas (h)



PRILOHA P III: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 1004

P IIT A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

1,100

1.000 —.—Kontrola
0,900
—E~ 0.800 =@=725 mg/|
€ 0,700
o 0600 =@==50 mg/|
3 0,500 |
= 0,400 100 mg/
o 0,300 —8—250 mg/I
0,200 . &
0,100 | -
0,000 ¥ =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@=1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P III B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

0,900

0,800 =@==Kontrola
— 0,700 =@=25 mg/|
€ 0,600
© 0,400 100 mg/I
a 0,300
O 0,200 == 250 mg/|
0,100
0,000 0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0 0@ | 500 Mg/
0 5 10 15 20 25  e=@==1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P III C: Vliv MAG kyseliny laurové na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

0,800 ==@=Kontrola
0,700
— 0,600 =@==25 mg/I
S 0500 —8—50 mg/|
8 0,400
B— 0,300 100 mg/I
O 0,200 —@—250 mg/I
0,100
0,000 =@=—"500 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I

Cas (h) —@— 1500 mg/|



PRILOHA P IV: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. CREMORIS CCDM 824

P IV A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rast Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824

0,800 =@==Kontrola
E 0,600 p
© 0,400 100 mg/I
a 0,300
O 0,200 == 250 mg/|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I
Cas (h) —0— 1500 mg/|

P IV B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824

0,600 ==@==Kontrola
0,500
— =@==25 mg/I
€ 0,400
Py =@=50 mg/|
o 0,300
L 100 mg/I
a 0,200
o =@==250 mg/|
0,100
0,000 =@=500 mg/I
0 5 10 15 20 25 =@==1000 mg/I
Cas (h) —8— 1500 mg/|

P IV C: Vliv MAG kyseliny laurové na rust Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

0,600 =@==Kontrola
0,500
—_ =@=725 mg/|
€ 0,400
P =@==50 mg/I
S 0,300
o 100 mg/I
a 0,200
o == 250 mg/|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@==1000 mg/I

Cas (h) —— 1500 mg/|



PRILOHA P V: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. CREMORIS CCDM 946

P V A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rust Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
946

%(1)88 “““““““ =@=Kontrola
0,900 ~
—g 0,800 =@==25 mg/I
€ 0,700 50 mg/!
g 0,600 P o=
L 8'288 100 mg/I
8 0300
o 0500 —@—250 mg/!
o0 —8—500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@=1000 mg/|
Cas (h) —0— 1500 mg/|

P V B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na riist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
946

0,800 =@==Kontrola
0,700
£ 0600 —=@=25 mg/|
£ 0500 —8—50 mg/|
S 0,400
O 0,200 =@==250 mg/|
. —=@=—>500 mg/I
0,000 me
0 5 10 15 20 25  e=@==1000 mg/|
Cas (h) —8— 1500 mg/|

P V C: Vliv MAG kyseliny laurové na rust Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

0,800

==@==Kontrola
0,700
= 0,600 =@=25 mg/I
S 0,500 @50 mg/|
8 0,400
O 0,200 =@=250 mg/|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@=1000 mg/I

Cas (h) —@— 1500 mg/|



PRILOHA P VI: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA
ENTEROCOCCUS DURANS CCDM 53

P VI A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rast Enterococcus durans CCDM 53

0,900
0,800
— 0,700
€ 0,600
g 0,500
& 0,400
a 0,300
© 0,200
0,100
0,000

0 5 10 15 20 25
Cas (h)

==@==Kontrola
=@=725 mg/|
=@=="50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@="500 mg/I
=@==1000 mg/I
=@=1500 mg/I

P VI B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rist Enterococcus durans CCDM 53

0,800
0,700
£ 0,600
£ 0,500
S 0,400
L
= 0,300
© 0,200
0,100

0,000

0 5 10 15 20 25
Cas (h)

==@— Kontrola
=@=25 mg/|
=@=="50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@="500 mg/I
=@=1000 mg/I
=@=—1500 mg/I

P VI C: Vliv MAG kyseliny laurové na riist Enterococcus durans CCDM 53

0,800
0,700

€as (h)

=@— Kontrola
=@=25 mg/I
=@=50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@=500 mg/I
=@=1000 mg/I
=@=1500 mg/|

RUST



PRILOHA P VII: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
ENTEROCOCCUS FAECALIS CCM 2665

P VII A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rist Enterococcus faeclis CCM 2665

0,700

=@==Kontrola
0,600
E 0,500 —=0=—25 mg/|
S 0,400 —8—50 mg/|
o
t'; 0,300 100 mg/I
o 0200 —®—250 mg/!
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@==1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P VII B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rist Enterococcus faeclis CCM 2665

0,600 =@=Kontrola
0,500
—_ =@==25 mg/I
E 0,400 e s0mg)
mg
8 0,300 L/
[ 100 mg/I
a 0,200
=@==250 mg/|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I
Cas (h) ——1500 mg/|

P VII C: Vliv MAG kyseliny laurové na riist Enterococcus faeclis CCM 2665

0,800 ==@=Kontrola
0,700
—= 0,600 =@==25 mg/I
S 0500 —8—50 mg/|
S 0,400
= 0300 100 mg/!
O 0,200 =@==250 mg/|
0,100
0,000 =@=500 mg/I
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I

Cas (h) —@— 1500 mg/|



PRILOHA P VIII: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
ENTEROCOCCUS FAECALIS CCM 4224

P VIII A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rlst Enterococcus faecalis CCM 4224

0,400

=@==Kontrola
0,350
— 0,300 =@=25 mg/|
g 0,250 a=@==50 mg/I
S 0,200
=~ 0,150 100 mg/!|
O 0,100 —®—250 mg/!
0,050 —®— 500 mg/!
0,000 me
0 5 10 15 20 25  e=@==1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P VIII B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na riist Enterococcus faecalis CCM 4224

0,350

—@— Kontrola
0,300
—g 0,250 —0— 25 mg/|
S 0,200 —o—50mg/l
o
£ 0,150 100 mg/I
o
o 0100 —e— 250 mg/I
0,050
0,000 —&— 500 mg/I
0 5 10 15 20 25  —@—1000 mg/|
Cas (h) —e— 1500 mg/|

P VIII C: Vliv MAG kyseliny laurové na rist Enterococcus faecalis CCM 4224

0,400 ==@=Kontrola
0,350
—= 0,300 =@==25 mg/I
S 0250 —8—50 mg/|
S 0,200
= 0150 100 mg/!
O 0,100 =@==250 mg/|
0,050
0,000 =@=500 mg/I
0 5 10 15 20 25 =@=1000 mg/I

Cas (h) —@— 1500 mg/|



PRILOHA P IX: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA RUST
SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA SER. ENTERITIDIS
CCM 4420

P IX A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rlst Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Enteritidis CCM 4420

0,700

=@==Kontrola
< g:igg =@=25 mg/I
S 0,400 —8—50 mg/|
8 0,300 100 me//
8 0,200 =@=250 mg/I
g:;gg @500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@=1000 mg/!
Cas (h) —8— 1500 mg/|

P IX B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rast Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420

0,700 =@==Kontrola
0,600
—E~ 0,500 =@==25 mg/I
& 0,400 =850 mg/|
o
£ 0,300 100 mg/I
o
o 0200 —@—250 mg/!|
0,100
0,000 =@==500 mg/|
0 5 10 15 20 25  ==@=1000 mg/|
Cas (h) —@— 1500 mg/|

P IX C: Vliv MAG kyseliny laurové na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420

0,700 ==@==Kontrola
0,600
—g 0,500 =@=725 mg/I
S 0,400 ——50 mg/|
o
LD". 0,300 100 mg/I
o 0200 —@=—1250 mg/I
0,100
=@=7500 mg/|

0,000
25  ==@=1000 mg/|

=@=1500 mg/I



PRILOHA P X: VLIV 1-MONOACYLGLYCEROLU NA
PROTEUS MIRABILIS CCM 7188

P X A: Vliv MAG kyseliny kaprylové na rust Proteus mirabilis CCM 7188

0,500

0,400

OD (600 nm)
o o
= N w
o o o
o o o

o

0,000

0 5 10 15 20 25

Cas (h)

==@==Kontrola
=@=725 mg/|
=@=="50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@="500 mg/I
=@==1000 mg/I
=@=1500 mg/I

P X B: Vliv MAG kyseliny kaprinové na rist Proteus mirabilis CCM 7188

0,600
0,500

0 5 10 15 20 25
€as (h)

==@— Kontrola
=@=25 mg/|
=@=="50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@==500 mg/|
=@=1000 mg/I
=@=— 1500 mg/|

P X C: Vliv MAG kyseliny laurové na rast Proteus mirabilis CCM 7188

0,600
0,500
'§ 0,400
0,300
Q 0,200
0,100
0,000

oD (600

€as (h)

=@— Kontrola
=@=25 mg/I
=@=50 mg/|
100 mg/I
=@=250 mg/I
=@=500 mg/I
=@=1000 mg/I
=@=1500 mg/|

RUST



PRILOHA P XI: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 48

P XI A: Vliv karvakrolu na rtst Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,700

=@==Kontrola
0,600
E 0,500 —8—6,25 mg/I
g 0,400 =@==12,5 mg/I
o
£ 0,300 25 mg/|
a
o 0200 —8—50 mg/!
0,100
0,000 =@==100 mg/|
0 5 10 15 20 25  e=@==250 mg/|
Cas (h) —=@—500 mg/|

P XI B: Vliv linaloolu na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,700

=@==[Kontrola
0,600
E 0,500 —0—6,25 mg/|
g 0,400 =@==12,5 mg/I
S
‘E"— 0,300 25 mg/|
o 0200 —@—50 mg/!
0,100
0,000 P =@==100 mg/|
0 5 10 15 20 25 =@=7250 mg/I
Cas (h) —0—500 mg/|

P XI C: Vliv limonenu na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0,800

==@==Kontrola
0,700
—= 0,600 =@==06,25 mg/I
S 0500 —=—12,5 mg/|
8 0,400
= 0,300 25 mg/I
O 0,200 —0=—"50 mg/|
0,100
0,000 =@=100 mg/I
=@=250 mg/|

=@="500 mg/|



PRILOHA P XII:

VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 141

P XII A: Vliv karvakrolu na rast Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

1,000
0,900
__ 0,800
€ 0,700
€ 0,600
§ 0,500
= 0400
0,300
© 0200
0,100
0,000

0 5 10 15
Cas (h)

20

25

==@==Kontrola
=@=106,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/I
=@=50 mg/|
=@==100 mg/|
=@=250 mg/I
=@="500 mg/I

P XII B: Vliv linaloolu na rlst Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

1,100

OD (600 nm)

0 5 10 15
Cas (h)

20

25

==@=Kontrola
=@==06,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/|
=@=="50 mg/I
=@=100 mg/I
=@=7250 mg/I
=@="500 mg/I

P XII C: Vliv limonenu na rlst Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

1,100
1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0

OD (600 nm)

Cas (h)

20

25

==@=—Kontrola
=@==06,25 mg/I
=@=12,5 mg/I
25 mg/|
=@==50 mg/I
=@=100 mg/I
=@=750 mg/|
=@="500 mg/|

RUST



PRILOHA P XIII: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. LACTIS CCDM 1004

P XIII A: Vliv karvakrolu na riist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

0,900

0,800 =@==Kontrola
— 0,700 =@=106,25 mg/|
€ 0,600
g 0,500 =0=12,5 mg/!|
@ 0,400 25 mg/I
a 0,300
© 0,200 ——50 mg/|
0,100
0,000 =@==100 mg/|
0 5 10 15 20 25  e=@==250 mg/|
Cas (h) —=@—500 mg/|

P XIII B: Vliv linaloolu na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

1,100

1,000 =@==Kontrola
0,900
E 0,800 —8—06,25 mg/I
£ 0,700
o 0600 =@==12,5 mg/I
3 0,500
o 0,400 25 mg/|
o 0,300 —@—50 mg/|
0,200 g
0,100 ,
0,000 =@=100 mg/I
0 5 10 15 20 25  ==@=250 mg/|
Cas (h) —@=—500 mg/|

P XIII C: Vliv limonenu na rast Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

1,100

1,000 =@==Kontrola
—g 8'288 =@==06,25 mg/I
£ 0,700 15 me/l
o 0,600 —o—12,5mg/
g— 0:500 25 mg/|
S 300
o 0500 —@—50 mg/!
8'(1)88 —=@=100 mg/I
0 5 10 15 20 25  —=@==250 mg/|

Cas (h) =@=500 mg/I



PRILOHA P XIV: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. CREMORIS CCDM 824

P XIV A: Vliv karvakrolu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

0,900
0,800

— 0,700

[ =
[=]

(]
f=1

(a)]

0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

10

Cas (h)

15

20

25

==@==Kontrola
=@=106,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/I
=@=50 mg/|
=@==100 mg/|
=@=250 mg/I
=@="500 mg/I

P XIV B: Vliv linaloolu na riist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

0,900
0,800

— 0,700

[
(=}

L

(a]
(]

€ 0,600

0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

==@=Kontrola
=@==06,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/|
=@=="50 mg/I
=@=100 mg/I
=@=7250 mg/I
=@="500 mg/I

P XIV C: Vliv limonenu na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

600 nm)

—

(a]

(o)

1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

10

Cas (h)

15

20

25

==@=—Kontrola
=@==06,25 mg/I
=@=12,5 mg/I
25 mg/|
=@==50 mg/I
=@=100 mg/I
=@=750 mg/|
=@="500 mg/|

RUST



PRILOHA P XV: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. CREMORIS CCDM 946

P XV A: Vliv karvakrolu na riist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

OD (600 nm)

0 5 10 15
Cas (h)

20

25

==@==Kontrola
=@=106,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/I
=@=50 mg/|
=@=100 mg/I
=@==250 mg/|
=@="500 mg/I

P XV B: Vliv linaloolu na rlst Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

1,000
0,900
__ 0,800
€ 0,700
c
0,600
S 0,500
‘E°— 0,400
0,300
© 0200
0,100

0,000

0 5 10 15
Cas (h)

20

25

==@=Kontrola
=@==06,25 mg/|
=@==12,5 mg/I
25 mg/|
=@="50 mg/|
=@=100 mg/I
=@=7250 mg/I
=@=500 mg/|

P XV C: Vliv limonenu na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

1,100
1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

OD (600 nm)

Cas (h)

20

25

==@=—Kontrola
=@==06,25 mg/I
=@=12,5 mg/I
25 mg/|
=@="50 mg/I
=@=100 mg/I
=@=750 mg/|
=@="500 mg/I

RUST



PRILOHA P XVI: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST
ENTEROCOCCUS DURANS CCDM 53

P XVI A: Vliv karvakrolu na rust Enterococcus durans CCDM 53

0,900
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P XVI B: Vliv linaloolu na rust Enterococcus durans CCDM 53
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P XVI C: Vliv limonenu na riust Enterococcus durans CCDM 53
0,900
0,800 =@==Kontrola
— 0,700 a=@=06,25 mg/|
€ 0,600
© 0,400 25 mg/|
a 0,300
O 0,200 /’ —@=750 mg/!
0,100
0,000 =@=100 mg/I
0 5 10 15 20 25  ==@=250mg/!|

Cas (h) —=@=—500 mg/|



PRILOHA P XVII: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST
ENTEROCOCCUS FAECALIS CCM 2665

P XVII A: Vliv karvakrolu na rlst Enterococcus faeclis CCM 2665
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P XVII B: Vliv linaloolu na rlst Enterococcus faeclis CCM 2665
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P XVII C: Vliv limonenu na rst Enterococcus faeclis CCM 2665
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PRILOHA P XVIII: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA

ENTEROCOCCUS FAECALIS CCM 4224

P XVIII A: Vliv karvakrolu na riist Enterococcus faecalis CCM 4224
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PRILOHA P XIX: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST
SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA SER. ENTERITIDIS
CCM 4420

P XIX A: Vliv karvakrolu na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM

4420
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P XIX B: Vliv linaloolu na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM
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P XIX C: Vliv limonenu na rast Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM
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PRILOHA P XX: VLIV ESENCIALNICH OLEJU NA RUST PROTEUS
MIRABILIS CCM 7188

P XX A: Vliv karvakrolu na rust Proteus mirabilis CCM 7188
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P XX B: Vliv linaloolu na rust Proteus mirabilis CCM 7188
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