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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim vlivu monoacylglycerolti na bakterie s dekarboxy-
lazovou aktivitou. Teoreticka ¢ast obsahuje dvé kapitoly. Prvni kapitola pojednava o cha-
rakteristice a vlastnostech monoacylglyceroli, jejich vyrobé a antimikrobialnich vlastnos-
tech. Soucasti kapitoly je také popis vyuziti monoacylglyceroli v potravinafstvi. Naplni
druhé kapitoly teoretické Casti prace je popis biogennich amint. Soucésti kapitoly je cha-
rakteristika a vlastnosti biogennich amint, jejich mozny vznik a vyskyt a také faktory, které
vznik biogennich aminti ovliviiuji. V posledni ¢asti druhé kapitoly je také popis mikroor-

ganismu s dekarboxyldzovou aktivitou a moznosti stanoveni biogennich aminti.

V praktické ¢asti diplomové prace je zahrnuta vyroba monoacylglycerolti adici mastné ky-
seliny na glycidol, stanoveni inhibi¢niho U¢inku monoacylglyceroli a mastnych kyselin
pomoci diskové difuzni metody na Petriho miskach a stanoveni inhibi¢niho G¢inkii mo-
noacylglycerolii a mastnych kyselin a indexu ristu bakterii méfenim zmény optické denzi-
ty. Z vysledka je patrné, ze monoacylglyceroly maji vyrazny inhibi¢ni efekt, a to predevsim
na grampozitivni bakterie. Nejvyrazngjsi inhibicni efekt byl u monoacylglycerolii vidén po
48 hodinové kultivaci. U mastnych kyselin nebyl prokazan tak vyrazny inhibi¢ni efekt.
Dale bylo zjisténo, ze koncentrace monoacylglyceroli 1000 mg/l a 1500 mg/l, ptsobi na

vSechny sledované bakterie velmi vysokym inhibi¢nim efektem. Tyto koncentrace mo-

noacylglycerolii v nékterych ptipadech dokonce zpiisobily Gplné zastaveni rustu bakterii.

Klicova slova: monoacylglyceroly, biogenni aminy, dekarboxyldzova aktivita, bakterie



ABSTRACT

The diploma thesis is about determination effect of monoacylglycerols on bacteria with
decarboxylase activity. The theoretical part contains two chapters. The first chapter is about
characterization and properties of monoacylglycerols, their production and antimicrobial
properties. Part of this chapter is also a description of the use of monoacylglycerols in the
food industry. The second chapter of the theoretical part thesis describes the biogenic
amines. Part of the chapter is the characterization and properties of biogenic amines, their
possible formation and occurrence and also factors that enable the formation of biogenic
amines. In the last part of the second chapter is also a description of microorganisms with

decarboxylase activity and possibility of determination biogenic amines.

The practical part of the thesis includes production of monoacylglycerols by addition of
fatty acid to glycidol, determination of inhibitory effects of monoacylglycerols and fatty
acids by disc method on Petri’s dishes and determination of the inhibitory effects of mono-
acylglycerols and fatty acids and of the growth index of bacteria by measuring the change
of optical density. The results show that monoacylglycerols have a significant inhibitory
effect, especially on grampositive bacteria. The most significant inhibitory effect was ob-
served for monoacylglycerols after of 48 hours cultivation. No significant inhibitory effect
has been demonstrated for fatty acids. It was found, that the concentration of monoacylgly-
cerols of 1000 mg/l and 1500 mg/1 has been shown to have a very high inhibitory effect on
all bacteria that we studied. These concentrations of monoacylglycerols in some cases even

cause complete inhibition of bacterial growth.

Keywords: monoacylglycerols, biogenic amines, decarboxylase activity, bacteria
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UvVOD

Monoacylglyceroly jsou vyznamné slouceniny, které maji Siroké vyuziti. Diky své struktuie
maji amfifilni charakter, obsahuji jak polarni ¢ast, tak i ¢ast nepolarni. Tato vlastnost je
zakladem jejich emulgacniho tc¢inku a je velmi dualezita pfi jejich aplikaci v mnoha odvét-
vich primyslu. Jejich antimikrobidlni u¢inky jsou znamy jiz dlouhou dobu. Antimikrobial-
ni ucinky ovlivilyje fada faktori. V1iv ma struktura monoacylglycerolu, délka uhlovodiko-
vého fetézce, pfitomnost a mnozstvi nenasycenych vazeb. Vyrazny vliv na antimikrobialni
ucinek ma také charakter dané bakterie, kterou ma monoacylglycerol inhibovat. Rozdilnost
v ucinku je dand stavbou bunécné stény bakterie. Grampozitivni bakterie jsou vice nachyl-

né vuci ucinkiim monoacylglyceroli.

Monoacylglyceroly je mozné syntetizovat mnoha moznymi zptisoby, z nichZ n¢které zaru-
¢uji vysokou vytéznost reakce. Problém pfii reakci spociva predevsim v pouziti vysokych
teplot a v produkci ur¢itého mnozstvi vedlejSich produktli, pfedev§im diacylglycerolt a
triacylglyceroli. Metoda, kterd byla pouzita v této diplomové praci, byla adice ptislusné

mastné kyseliny na glycidol. Reakce probéhla s vysokym stupném konverze.

Biogenni aminy jsou slouceniny, obsahujici heterocyklus. Vykazuji vysokou biologickou
aktivitu. Vznikaji pfedev§sim dekarboxylaci svych prekurzorti, coz jsou aminokyseliny.
Biogenni aminy jsou soucasti pfirodnich sloZek, které byvaji obsazeny v mnoha potravi-
nach. Jejich pfitomnost miZzeme piedpokladat u potravin, které obsahuji bilkoviny, volné
aminokyseliny. Pro vznik biogennich aminti v potravinach je také nutna ptitomnost mikrof-
l6ry, kterd mé dekarboxyla¢ni aktivitu. Mimo tato fakta musi byt potraviny uchovavany za
podminek, které umozni pfitomnému mikroorganismu vyuzit jeho dekarboxyldzovou akti-
vitu. Mens§i mnozZstvi biogennich amind organismu nevadi a nezpisobi mu vétSinou néjaké
zdravotni problémy, avSak pfi piijmu vétSiho mnozstvi biogennich amini hrozni zdravotni

rizika, at’ uz boleni hlavy, pfipadné Zalude¢ni problémy.

Diky moznosti stanoveni biogennich aminti v potravinach je mozné prokazat piitomnost
biogennich amind v potraviné a tim i prokazat kaZeni potraviny. Stanoveni je mozné mno-
ha zpiisoby. Celkovy proces je narocn&jsi, cilova detekce byva nejCastéji v rdmci metod
kapalinové chromatografie s s flourescencni nebo UV detekci pfed nebo po derivatizaci

amind.
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Tato prace je zamétfena na vyrobu monoacylglycerola a stanoveni vlivu monoacylglyceroli
na vybrané bakterie. Soucasti prace mélo byt i zavérecné chromatografické stanoveni bio-
gennich amini, vyprodukovanych pfisluSnymi bakteriemi. Z technickych divodi a velkého

mnozstvi vzorkli budou tyto vysledky soucasti az nasledné disertacni prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MONOACYLGLYCEROLY

Syntéza prvnich monoacylglyceroli (MAG) se uskutecnila v roce 1853, kdy syntézu pro-
vedl francouzsky chemik Berthelot. Monoacylglyceroly jsou diky svym emulga¢nim ucin-
kiim vyuzivany v mnoha odvétvich pramyslu, jejich vyuziti je Siroké i v potravinarstvi.
Vyznamny prilom nastal ve vyuziti MAG pii vyrobé margarini. V roce 1936 byly MAGy
patentovany pro vyuziti pti vyrobé mrazenych krém. [1]

vvvvvv

toveé velmi vysokd, zahrnuje 70% celosvétové produkce veskerych emulgatort. [2]

1.1 Charakteristika a vlastnosti monoacylglycerolu

Monoacylglyceroly jsou estery glycerolu a pfislusné mastné kyseliny. Glycerol je trojsytny
alkohol. Vzhledem k této skutecnosti se vyskytuji dvé izomerni formy MAGT, které se lisi

polohou acylového zbytku, a to 1-monoacylglyceroly nebo 2-monoacylglycerol (Obr. €. 1).
[2]

Molekula MAG je diky své struktufe amfifilni a tvoii ji polarni a nepolarni (pfedev§im
zbytek mastné kyseliny) ¢ast. V disperzich se molekuly MAG orientuji na rozhrani mezi
nepolarni fazi (olej nebo vzduch) a polarni fazi (voda). Nepoldrni konce molekul smétuji
do nepolarni faze, zatimco polarni ¢asti molekul smétuji do vodné faze. Tyto vlastnosti
jsou zékladem emulgacnich ucinkit MAG. Monoacylglyceroly také dokaZou zlepsit nékteré

vlastnosti emulzi, naptiklad reologické vlastnosti té€sta a tim je mozné piedejit tvrdnuti pe-

Siva. [3]
CH,-O-CO-R CH,0OH
HO——(l}—H (le—O—CO—R
(|3H2—OH -:_I‘:HZ-OH
a b
Obrdzek ¢ 1: Izomerni formy monoacylglyceroli — a) I-monoacylglycerol, b) 2-

monoacylglycerol [3]
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Velké vyuziti MAG je 1 kvtli tomu, ze maji jednoduchou strukturu a jsou chemicky stalé.
Také jsou biologicky rozlozitelné a nemaji drazdivy ucinek na lidskou populaci. Jsou také
pfirozenym produktem metabolizmu tukti. Jsou schvaleny pro pouziti v potravindiském

prumyslu, farmaceutickém priimyslu nebo je mozna jejich aplikace v kosmetice. [4]

Charakteristickou vlastnosti MAG je jejich povrchova aktivita, coz zplisobi snizovani po-
vrchového napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalnych fazi o rozdilné polarité. Diky
tomu usnadiiuji rozptyleni jedné kapaliny ve druhé ve form¢ malych kapicek, ¢imz se zvy-
Suje stabilita emulze. Molekula MAG se sklada z hydrofobni a hydrofilni ¢asti. Emulgacni
schopnost MAG zavisi na typu navdzané mastné kyseliny (MK) a druhu disperzniho pro-
sttedi Vzhledem k témto vlastnostem je vyuziti MAG v mnoha odvétvich, zejména v po-
travindiském primyslu (60 % MAG), také pti vyrob€ krmiv (16 % MAG) nebo v textilnim,
plastikaiském primyslu (12 % MAG) a kosmetickém a farmaceutickém pramyslu (12 %

MAG). (Obrézek &. 2). [6]

Potravinarsky
pramys
Plastikarsky a 60%
textini
pramysl
12%

Obrazek ¢. 2: Aplikace MAG v primyslu [7]

1.2 Vyroba monoacylglyceroli
Monoacylglyceroly mizeme vyrobit né€kolika zpiisoby:

e Esterifikaci pfislusné mastné kyseliny s glycerolem
o Inesterifikaci
e Parcidlni hydrolyzou triacylglyceroli

e Adici mastné kyseliny na glycidol [5]
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1.2.1 Esterifikace mastné Kyseliny s glycerolem

Pti esterifikaci mastné kyseliny s glycerolem se vytvoii nejprve MAG (Obr. €. 3). Dalsi
esterifikaci vznikaji diacylglyceroly (DAG) a poté i triacylglyceroly (TAG). Jako katalyza-
tory se pouzivaji nejcastéji kyselina sirova, kyselina fosfore¢na nebo sulfonové kyseliny.
Tento zplisob vyroby se moc nepouziva, reakce probiha pomalu a vznika pfi ni vice kom-

binaci MAGU (1-monoacylglycerol, 2-monoacylglycerol). [6]

H.C——0OH HC—0OH
HT—UH _4 - = H{|3—OH 0
H,C—— OH O HEG—O—G/
glycerol NIE MAG R

Obrazek ¢. 3: Schéma esterifikace mastné kyseliny glycerolem [2, 6]

1.2.2 Inesterifikace

Inesterifikaci 1ze provadét n¢kolika zptsoby. Je mozné provést alkoholyzu, kdy ester rea-
guje s alkoholem nebo acidolyzu, kdy ester reaguje s mastnou kyselinou. Posledni moznos-
ti je transesterifikace. Pfi transesterifikaci reaguje ester s esterem. Mezi estery dochazi ke

vzajemné vymeéne acylovych zbytk. [6, 7]

1.2.2.1 Alkoholyza

Nejcastéji vyuZivanou metodou primyslové piipravy MAG je kontinudlni glycerolyza pfi-
rodnich tuk a oleji (Obr. €. 4). TAG reaguje s glycerolem za velmi vysokych teplot (mi-
nimalné 170 °C) a to z divodu nizké rozpustnosti TAG za nizkych teplot. TAG postupné
prechazeji na DAG a poté i na MAG. Jako katalyzatory se mizou pouzit naptiklad hydro-
xid sodny, hydroxid draselny. V nékterych ptipadech je mozné také pouzit sodik nebo dras-
lik v praskové forme. Reakce je energeticky narocna. Dalsi nevyhodou je, Ze 1 vytéznost
reakce neni vysoka, ¢ini 50-55 %. Produkty reakce se ptecist'uji destilaci. Touto metodou

se nejcastéji vyrabi MAG pro tukovy a potravinairsky pramysl. [10, 11]
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HC—O0—CO—R H,C—— OH H,C—O0—C0—R H,C—0—CO—R

HG O0—0C0—R 1 HC—0H —— He—0—C0—R + HC—0OH

Holb—— 00— ——H Hali——0OH Hale—OH Hale——UH

TAG glycerol DAG MAG

Obrazek ¢. 4: Schéma glycerolyzy [2, 6]

1.2.2.2 Acidolyza

Pti acidolyze reaguje karboxylova skupina volné kyseliny s danym esterem (Obr. €. 5). Pti
této reakci vznikd meziprodukt, ze kterého se uvolni kyselina, ktera byla predtim vazana v
esteru a vytvoii se novy ester. Acylovy zbytek jedné MK se vyméni za kyselinovy zbytek
jiné MK za vzniku TAG. Acidolyza probihd samovoln¢ pti 250 °C, za katalyzy kyselinou
sirovou. Po ukonceni reakce probiha hydrolyza, kdy z TAG vznikaji MAG. [6, 21]

0 0 0 0
)'L Ha * )L )‘\ Rz + )‘\
-~ Ay OH Rs o

Ay 0 Ry OH
ester MK ester MK

Obrazek ¢. 5: Schéma acidolyzy [2, 6]

1.2.2.3 Transesterifikace

Pti transesterifikaci se vyméni kyselé nebo alkoholové ¢asti mezi dvéma molekulami esterii
(Obr. €. 6). Esterovd vyména mastnych kyselin TAG je reakce, kterd vyrazné ovlivni vlast-
nosti produktil. Velké vyuziti této reakce je zejména pii vyrobé emulgovanych tukii. Reak-

ce muze probihat zpisobem nahodilym, tj. randomizaci, nebo fizenou inesterifikaci. [21]

0 0 0 0
)J\ R, + )J\ Ry ———— )J\ Re 4 )\ R,
f_f'-'
R o Ry o R, o Ry o

ester ester ester ester

Obrazek ¢. 6: Schéma transesterifikace [2, 6]
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1.2.3 Parcialni hydrolyza triacylglycerola

Hydrolyza je obracend esterifikace. Z vychozich TAG postupné vznikaji DAG, pot¢ MAG
(Obr. ¢. 7). Reakce vede az ke vzniku mastnych kyselin a glycerolu. Reakce probiha za
vysoké teploty a také podtlaku. Nutnd je i pfitomnost nejcastéji zasaditych katalyzatorii. V
soucasnosti se tato reakce vyuziva spise pro vyrobu mastnych kyselin, monoacylglyceroly

jsou vedlejsimi produkty. [6]

HeG——0— 00—, HL—0—C0—H, HL—0—00—R HeC—0OH
+Hy0 | *H0 *H0
HG—0—C0—HR;, HC—O0—C00—hR; —— HC—OH HC—OH
- By—COOH | - R;— COOH - R— COOH
HsG—0—C0—Ry HC—OH HyC—OH HyC—OH
TAG DAG MAG glyceral

Obrdazek ¢. 7: Schéma parcialni hydrolyzy TAG [2, 6]

1.2.4 Adice mastné kyseliny na glycidol

Nejnovéjsim zpsobem piipravy MAG je adice mastnych kyselin na glycidol (Obr. €. 8) a
to nukleofilnim otevienim epoxidového kruhu. Jako katalyzatory reakce se pouzivaji terci-
arni aminy, amoniové soli a komplexy tranzitnich kovl (napf. chrom, hlinik, titan a jiné).
Hlavni vyhodou této reakce je jeji univerzalnost a vysoky stupen konverze (vice nez 95 %).
Jejich nevyhoda tkvi v ptfitomnosti nezadoucich slozek pouzitého chromitého katalyzatoru
a glycidolu. Pro pouZiti v potravinafstvi je nutné produkt ptecistit, aby obsah nezadoucich

sloZzek vyhovoval danym normam pro pouZiti v potravinarstvi. [7, 8, 9]

Vyse zminény zplsob vyroby byl laboratorné vyuzit pii tvorbé této diplomové prace.

H,C—0OH H.,C—0OH
HD\”"-“ + R—COOH —— HC—0H
O
H.C H,C—O—CO—R
glycidol ME MAG

Obrazek ¢. 8: Schéma adice mastné kyseliny na glycidol [2, 6]
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1.3 Vyuziti monoacylglyceroli v potravinarstvi

MAGy patii mezi nejuzivanéjsi potravindiské emulgatory (E 471). Mnozstvi MAG, které
1ze do potravin pfidat, je regulovéno (Tabulka €. 1). [14]

Tabulka ¢. 1: Povolené pridavky monoacylglycerolii (E 471) v potravinach [14]

Nizev potraviny Mnozstvi E 471
Piskoty, susenky, suchary, obilné vyrobky a ostatni 3000 mg'kg
druhy détské vyzivy
Neemulgované tuky a oleje (kromé olivového oleje) 10000 mg/'kg
Chléb nez. mnozstvi
Kakao nez. mnozstvi
MIlé¢na vyziva urcena k vviveé kojenca 4000 mg/'kg

V pekarenstvi se aplikuji jako soucast pekatskych tukii. MAG zvySuje fermentacni stabilitu
tésta. Tésto je po vykynuti odolngjsi viici mechanickym zasahim. MAG vysSich mastnych
kyselin (laurové, myristové, palmitové a stearové) tvoii s amylosou komplexy. Tyto kom-
plexy s amylosou jsou nerozpustné ve vod¢é. Samotnd amylosa je ve vod¢ rozpustna. Diky
nerozpustnosti maji pfiznivy U¢inek na starnuti peciva. Maji schopnost zadrZzovat vétsi
mnozstvi vody, diky cemuz se predejde ztraté Cerstvosti peiva a jeho tvrdnuti. Diky inter-
akcim MAG a bilkovin mouky dojde také ke zlepSeni reologickych parametri kynutych
tést. Tésta se 1épe zpracovava, struktura zadrzuje vytvoreny oxid uhli€ity, pe¢ivo mé vyssi

objem a je kieh¢i. [6]

Velké vyuziti MAG je také v mlékarenském primyslu a to zejména pii vyrob€ mrazenych
krémi, zmrzlin a jogurti. MAG usnadiiuji lepsi zaslehani vzduchu, zjemiuji strukturu vy-
robku a tim mu davaji 1 vétsi pevnost. Diky témto vlastnostem je vyuziti MAG také u Sle-
hanych cukraiskych vyrobkl. [12] Ptidavek MAG je mozny i pfi vyrobé téstovin. Diky

jejich vlastnostem nejsou té€stoviny po vaieni mazlavé, nelepi se a zachovavaji si pevnost.
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V cukrovinkarském priimyslu se pouzivaji ke sniZzeni lepivosti bonbont. [6]. V tukaiském
primyslu se MAG vyuzivaji jako emulgatory pii vyrobé margarinti. Emulze typu olej ve
vodé¢ je stabilizovana MAG. Ptidavek MAG zpilisobi rovnomérné rozlozeni kapicek vody
v tuku a tim i1 hladkou konzistenci. [6, 13] MAG kyseliny palmitové a stearové se pridavaji

do ¢okolad a polev. Brani migraci tuku a jejich vykvétani na povrchu [6].

1.4 Antimikrobialni u¢inky monoacylglyceroli

Antimikrobidlni aktivita mastnych kyselin je znama jiz fadu let. Mydla (soli mastnych ky-
selin) se pouzivaji k ¢isténi a dezinfekci dokonce jesté delsi dobu. Presto vyzkum antimi-
krobidlnich vlastnosti mastnych kyselin zacal az ve 30. letech 20. stoleti. Az v 70. letech
vedci pfisli na to, ze antimikrobidlni vlastnosti mlééného tuku zavisi na aktivité lipaz, které

uvolnuji volné mastné kyseliny a jejich prislusné monoacylglyceroly [15, 16].

Antimikrobidlni u¢inky mastnych kyselin a monoacylglycerolii zavisi pfedev§im na struk-
tufe molekuly. Dulezita je délka uhlikového fetézce, pak také pocet a poloha nenasycenych
vazeb. [17] Dle obecné charakteristiky lze fici, Ze MAG mastnych kyselin s kratkym nebo
sttedn¢ dlouhym fetézcem, (12 uhlikd a méné) jsou ucinnéjSimi antibakteridlnimi latkami
neZ MAG mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Niz$i antimikrobni U€inek je pravdépo-
dobné spojen se vzristajicim hydrofobnim efektem a niZ$i rozpustnosti. [18] U¢inek MAG
na bakterie je také ovlivnén typem bunécné stény. Rozdilnost stavby a sloZeni bunééné
stény zpusobuje, ze grampozitivni bakterie jsou vice citlivé na MAG nez gramnegativni
bakterie. Gramnegativni bakterie maji buné¢nou sténu bohatsi na lipopolysacharidy, ktera

bakterie chrani proti piisobenim MAG. [17, 19]

Existuje fada studii zaméfenych na antibakteridlni piisobeni MAG na grampozitivni i
gramnegativni bakterie. Studie Riizicky a kol. porovnava ucinky MAG C10:0 (monoacyl-
glycerol kyseliny kaprinové) a MAG C12:0 (monoacylglycerol kyseliny laurové) na rist
nekterych druhii bakterii, kvasinek a vlaknitych hub. Vysledky stanoveni prokézaly, Ze
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) monoacylglycerolu kyseliny kaprinové se pohybuje
v koncentraci 100 - 250 mg/I. Tato koncentrace je schopna zcela zastavit st vSech testo-
vanych grampozitivnich bakterii a kvasinek. Koncentrace 100 - 400 mg/l zastavuje rust

vetSiny vldknitych hub. [20] Vysokd Uc¢innost téchto dvou MAG byla zjisténa u mnoha
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grampozitivnich bakterii (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus epidermidis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, bakterii rodu Bacillus

a Clostridium). [21, 22, 23]

MAG C8:0 (monoacylglycerol kyseliny kaprinové) vykazuje nejvyssi aktivitu proti gram-
pozitivnim kokiim. MAG zpusobuje usmrceni bakterii naruSenim jejich cytoplazmatické
membrany a $tépenim lipidi. Tento mikrobicidni G¢inek se vyuziva k prevenci a 1é¢b¢ in-
fek¢nich onemocnéni zpiisobenych grampozitivnimi bakteriemi. [24, 25] Antimikrobni

ucinky se zvysuji kombinaceni MAG. [26]

Monoacylglycerol kyseliny laurové je nejvice studovany monoacylglycerol. Tento mo-
noacylglycerol vykazuje siln¢ antimykotické ucinky. [27] Antifungéalni u€inky byly proka-
zany u kvasinek (Candida albicans, Sacharomyces cerevisiae) a také u plisni rodu Asper-

gillus a Penicillium. [28]

V neposledni fad€ je vyuziti monoacylglyceroli mozné i v mediciné. Nekteré monoacyl-

glyceroly vykazuji cytotoxické ucinky na nadorové buiiky. [26, 29]
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2 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou organické heterocyklické slouceniny, které maji vysokou biologickou
aktivitu. Pfi jejich vzniku dochazi k uvolnéni oxidu uhli¢itého, kofaktorem je pyridoxalfos-

fat. [30]

2.1 Charakteristika a vlastnosti biogennich amini

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni dusikaté latky, vznikajici pfedev§im dekarbo-
xylaci pfislusnych aminokyselin. Vznikaji také aminaci nebo transaminaci aldehydt a ke-
tond. Jejich struktura je bud’ alifatickd (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), aroma-
tickd (tyramin, fenyletylamin), nebo heterocyklicka (histamin, tryptamin). Biogenni aminy
jsou syntetizovany jak mikrobidlnim, tak i1 rostlinnym nebo ZivociSnym metabolismem.
Biogenni aminy, které mohou zpiisobit otravy jidlem, jsou predevSim agmatin, histamin,
kadaverin, fenyletylamin, tryptamin, tyramin a putrescin. Prekurzory a samotné biogenni

aminy jsou uvedeny v Tabulce ¢. 2. [31, 32, 33]

Biogenni aminy jsou soucasti pfirodnich slozek rozsifenych v potravinach a napojich. V
potravindch vznikaji biogenni aminy bud’ dekarboxyldzovou aktivitou endogennich enzy-
mu nebo je jejich vznik podminén ptfitomnosti dekarboxyldza-aktivnich mikroorganizmi
za podminek pfiznivych pro enzymatickou aktivitu téchto mikroorganismii. Vzhledem
k produkci dekarboxyldz, mize pfitomnost biogennich aminl v potravinach slouzit jako

detekce kaZeni potravin. [35]

Mensi mnozstvi biogennich amintl, které organismus piijme, nezpusobi zpravidla zZadné
zdravotni komplikace, aminy jsou metabolizovany. Problém nastava, pii piijmu vysokého
mnozstvi biogennich aminli potravinami. Pfijem vysokého mnoZstvi biogennich aminl
muze zpusobit fadu zdravotnich problémii, jako naptiklad bolesti hlavy, zvySeni krevniho

tlaku, nauzea, pocit na zvraceni a jiné. [31, 32]
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Tabulka ¢. 2: Prehled nékterych biogennich aminii [34]

Prekurzor Biogenni amin
MH
NH o
_ & H:M" "HHCH;(CH;1.CH;MNH
Argimn H,HJ“H’V\{J\OH Agmatin ' S
: NH;
'1|3|5' MH,
Histidin N NR. Histamin
H < ., M e
H
o
Lyzin HMN_~_. OH Kadaverin HN ™ e g
NH,
0 “UNH,
Fenylalanin \])\OH Fenyletylamin .
NH; _
0 NHz
-
- ::-_._.--"".. T G‘H A
Tryptofan I ™ |\'E||-|w Tryptamin N
~= N ’ H
H
¢ _;.‘f‘a o W NH.'J
Tyrozin “J “OH Tyramin J
WO M HO
I
Ornitin HoN™ [ OH Putrescin N~ N
NH.,

2.2 Vznik a vyskyt biogennich amint

Syntéza biogennich amind probiha dekarboxylaci ptivodniho prekurzoru (pfislusné amino-
kyseliny). Pro vznik biogennich aminil v potravinach je nutna pfitomnost mikroorganismi
s dekarboxyla¢ni aktivitou. Tyto mikroorganismy se vyskytuji v potravinach jako jejich
soucast, ptipadné€ jsou do potraviny vneseny jako kontaminanty béhem zpracovani potravi-

ny. [36, 37] Schéma dekarboxylace nékterych biogennich aminti je uvedeno na Obr. €. 9.
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Aminokyselina Produkt dekarboxylace
Arginin
NH 0
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o /
HoN H l
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NH,
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Histidin Histamin

HM-—

o 4 |||
<:j/ﬁm)k B - \"HJM NH,

Tyrosin Tyramin
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=
- NH -
g F o NF

HO =
Tryptofan Tryptamin
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Obrazek ¢. 9 : Schéma vzniku nékterych biogennich amini [38]

Vyskyt biogennich amini Ize predpokladat ve vSech potravinach, které obsahuji bilkoviny,
volné aminokyseliny a jsou uchovavany za podminek, které umozni aktivitu mikrobidlnich
dekarboxylaz. Celkové mnozstvi vzniklych biogennich amind zavisi na druhu potraviny a

pfitomnosti mikroorganismu. [31, 34, 39]

Vyskyt a vyznam biogennich amint a jejich G¢inky pro lidsky organismus jsou uvedeny

v Tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3: Biogenni aminy a jejich ucinky na organismus [38]

Aminokyselina Produkt dekarboxylace | Vyskyt a viznam

Arginin Agmatin, ornitin bakterie stfevni mikrofléry
Cystein Cysteamin koenzym A

Fenylalanin p-fenylethylenamin alkaloidni hormon

Histidin Histamin krevni tlak, sekrece Zalude¢nich

kyselina asparagova

kyselina glutamovd

o-alanin B-alanin
kyselina a-aminomédselnd

kyselina y-aminomédselnd

Stdv
koenzym A, paniotenovd kyselina

mozek, blokuje ganglia

Lysin Kadaverin ribozomy, bakterie
Methionin Spermidin » spermin spermie, ribozomy
Ornitin Putrescin ribozomy, bakterie
Serin Ethanolamin cholin, fosfolipidy
Threonin Propanolamin vitamin Bys
Tryptofan Triptamin hormon

Tyrosin Tyramin kontrakce délohy
3. 4-dihydroxyfenylalanin | Dopamin tkdfiovy hormon

2.3 Faktory ovliviiujici vznik biogennich amint

Tvorba biogennich aminti je zavisla na vice faktorech. Dulezité faktory jsou predevsim ty,
co ovliviiuji surovinu, coz je sloZzeni potraviny, pH a zdroj substratu (dostupnost aminoky-
selin) a dalsi. Tyto faktory jsou spjaty s bakteridlnim druhem daného dekarboxyldza-
pozitivniho mikroorganismu. Kombinace danych faktorii pak ovlivituje vyslednou koncen-
traci biogennich aminl. Faktory jsou na sob¢€ zavislé, ovliviiuji je 1 naptiklad skladovaci

podminky. [40]
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2.3.1 Pritomnost zkvasitelnych cukri

Pritomnost zkvasitelnych sacharidd, jako je tfeba glukdza, miize podpotfit, ale také inhibo-
vat rust i dekarboxyldzovou aktivitu bakterii. Optimalni koncentrace glukozy pro tvorbu
dekarboxylaz je od 0,5 % do 2 %. Koncentrace nad 3 % vsak dekarboxyldzovou aktivitu

inhibuje. [41]

232 pH

Vodikovy exponent vyrazné ovlivituje mnozstvi pfitomnych mikroorganismu. Dekarboxy-
lazova aktivita je vyssi v kyselejSim prostiedi, optimum pH 4 az 5. Nizké pH stimuluje

produkci a ma pozitivni vliv na aktivitu dekarboxylazovych enzymii. [40]

2.3.3 Teplota

Tvorba biogennich amint je také zavisla na teploté. Nizké teploty plisobi inhibi¢né&, snizuji
aktivitu dekarboxylazovych enzymi. Toto pravidlo vSak neplati vzdy. Nekteré bakterie

produkuji biogenni aminy i pfi teplotach nizsich nez je 5 °C. [42]

2.3.4 Pritomnost kysliku

Vakuové baleni nebo baleni v ochranné atmosféte, kdy se upravi koncentrace kysliku nebo
se zméni slozeni plyntl, se bézné pouziva k prodlouZeni trvanlivosti potravin. Tim, Ze se
sniZi koncentrace kysliku, ovlivni se tim rist nékterych mikroorganizmd, které mohou mit

vliv na produkci biogennich amint. [40]

2.4 Mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou

Hlavni producenti biogennich aminti z potravindiského pohledu jsou piedev§im bakterie
mlécného kvaSeni, které je mohou produkovat v prib¢hu fermentace. Mimo bakterie mléc-
ného kvaSeni produkuji biogenni aminy také n€které druhy kvasinek, jako naptiklad Sac-
charomyces cerevisiae a také Brettanomyces bruxellensis. Tyto kvasinky jsou zodpovédné

za tvorbu biogennich amint ve ving. [43]

Enterobacteriaceae, gramnegativni tyCinky, mohou produkovat histamin, putrescin a ka-

daverin. Tyto bakterie byvaji pfitomny v mléce. Produkci biogennich aminti v syrech zajis-
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tuji prevazné bakterie mlécného kvaseni, a to rodu Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus. Mimo bakterie mlééného kvaSeni, byla
v syrech zjisténa piitomnost dalSich dekarboxyldza aktivnich mikroorganismi, a to nékte-
rych druhtl kvasinek. Nékolik kmen Debaryomyces hansenii a Yarrowia lipolytica, bylo

schopno produkovat histamin a tyramin. [44]

Diskutovanym biogennim aminem z vyzivového hlediska v rybach je histamin. Nejvyssi
dekarboxylazovou aktivitou bakterii produkujicich histamin v rybim mase se vyznacuji
Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae a Morganella morganii. Produkce histaminu je zavis-
14 na teploté skladovéani. Produkce histaminu v rybim mase byla popséna také u mnoho
dal§ich mikroorganizmti — Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas pu-
tida, Pseudomonas fluorescens, Photobacterium phosphoreum, Photobacterium damselae

a Raoultella planticola, Serratia fonticola, Serratia liquefaciens, Vibrio alginolyticus. [45]

2.5 MoZnosti stanoveni biogennich amini

Stanoveni biogennich amind v potravinach je proces zahrnujici vice krokll. Proces muze
zahrnovat extrakci, preciSténi, zakoncentrovani, derivatizaci, separaci a kvantifikaci. Bézn¢
pouzivanou metodou je vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescenéni
nebo ultrafialovou detekci pfed/po kolonové derivatizaci amint. Lze také vyuZzit chromato-
grafii na tenké vrstv€ (TLC), kapilarni elektroforézu (CE) ptipadné plynovou chromatogra-
fii (GC) s detekénimi systémy. [46, 47]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Hlavnim cil prace bylo:

e stanoveni vlivu monoacylglycerolli a mastnych kyselin na vybrané bakterie s dekar-

boxylazovou aktivitou

Dil¢imi cili prace byla:
e vyroba monoacylglyceroli

e porovnani inhibi¢niho vlivu monoacylglyceroli a mastnych kyselin na vybrané bak-

terie
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4 MATERIAL A POUZITE METODY

4.1 Material

4.1.1 Pouzité mikroorganismy

V diplomové praci bylo testovano celkem 10 bakterii, u kterych byla dfive prokazana
schopnost produkce biogennich aminti. Bakterie byly ziskany ze Sbirky mlékarskych mi-

kroorganismi Laktoflora (CCDM) nebo z Ceské sbirky mikroorganismti (CCM).

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

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

4.1.2 Kultiva¢ni pidy

Pro diskovou difizni metodu byly vyrobeny kultiva¢ni pidy M17 a BHI (HiMedia, Indie) a
to smichanim pfislusného mnozstvi agaru s deionizovanou vodou. Pfes rozlitim pid na

Petriho misky byly ptidy autoklavovany.
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4.1.3 Zasobni roztoky

Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly byly vyrobeny adici piislusné mastné kyseliny na glycidol za katalytic-
kého pisobeni chromium III acetat hydroxid (vSe Sigma-Aldrich), viz kapitola 4.3.2.

Zasobni roztoky monoacylglyceroli byly pfipraveny v koncentraci 5 % (w/v) a to tak ze

bylo rozpusténo 1 g prislusného MAG ve 20 ml absolutniho etanolu (LachNer).

Antibakterialni ucinky byly sledovany pro nasledujici monoacylglyceroly:
Monoacylglycerol kyseliny kaprylové — monokaprylin, MAG C8:0
kyseliny kaprinové — monokaprin, MAG C10:0

kyseliny laurové — monolaurin, MAG C12:0

Monoacylglyceroly byly nafedény masopeptonovym bujonem na koncentrace 25 mg/l, 50
mg/1, 100 mg/1, 250 mg/1, 500 mg/1, 1000 mg/1 a 1500 mg/1 a to dle Tabulky ¢. do objemu 4

ml.

Tabulka ¢. 4 Priprava koncentraci MAG

Koncentrace MAG

(mg/1)
25 52 100 250 500 1000 1500

Objem zasobniho

toku (ul
roztoku (ul) 2 4 8 20 40 80 120

Mastné kyseliny

Zasobni roztoky mastnych kyselin byly ptipraveny v koncentraci 5 % (w/v) a to tak Ze bylo

rozpusténo 1 g prislusného MAG ve 20 ml absolutniho etanolu (LachNer).
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Antibakterialni ucinky byly sledovany pro nasledujici mastné kyseliny:
Kyselina kaprylova - C8:0

kyselina kaprinova - C10:0

kyselina laurova - C12:0

Mastné kyseliny byly nafedény masopeptonovym bujonem na koncentrace 25 mg/l, 50
mg/l, 100 mg/1, 250 mg/1, 500 mg/l, 1000 mg/l a 1500 mg/1 a to dle Tabulky ¢. do objemu 4

ml.

Tabulka ¢. 5 Priprava koncentraci mastnych kyselin

Koncentrace MK

1
(mg/1) 25 | 52 | 100 | 250 | 500 | 1000 | 1500

Objem zasobniho

toku (ul
roztoku (ul) 2 4 8 20 40 80 120

Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichanim ptisluSného mnozstvi NaCl (LachNer) a dei-

onizované vody. Roztok byl autoklavovan.
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4.2 Pomiicky a pristroje

e Dvoupléstovy reaktor s moznosti temperance
e magnetické michadlo MM4 s ohievem

e automaticka byreta — Biirette Digital 25 ml

e Analytické vahy Sartorius, BA 110S

e Autoklav Systec 2540EL

e Autoklav Varioklav H+P

e Automatické mikropipety Nichyrio, Biohit

¢ Biologicky termostat Memmert INE 600

¢ Chladnicka Electrolux

e Spektrofotometr LIBRA S6

e Fotometr TECAN Sunrise TW/TC

e Trepacka BIOSAN, Multi- Shaker PSU 20

e Zatizeni pro deionizaci vody Aqua Osmotic, typ 02

e bezné laboratorni sklo a pomticky
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4.3 Metody

4.3.1 Priprava suspenze bakterii a diskova difuzni metoda

Bakterie, uchovavané v mraznicce, byly oziveny a nasledujici den po oziveni z nich byly
pfipraveny suspenze kultivaci v pfislusnych bujonech pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.
Suspenze bakterii byla nafedéna fyziologickym roztokem na hodnotu cca 0,5 dle stupnice

McFarlanda.

Ziedéna kultura byla rozetfena hokejkou na Petriho misky s pfislusSnou ptidou (laktokoky a
enterokoky na M17, Salmonella a Proteus na BHI). Na misku byly poté za aseptickych
podminek poloZeny rovnomérné papirové disky, které byly poté jemné pfitisknuty pinzetou
k pad¢. Na disky se dale pipetovalo 10 ul MAG/mastné kyseliny o pfislusné koncentraci a
na disku uprostied misky bylo pipetovano 10 pl sterilni destilované vody jako kontrola. Po
vsaknuti inhibi¢ni latky byly misky kultivovany pti 30 °C / 24 — 48 hodin. Po uplynuti kul-
tivace byly zméfeny priméry inhibicni zoény kolem jednotlivych diskl a vysledky byly za-

znamenany do tabulky, viz kapitola 5.1.1.

4.3.2 Priprava monoacylglycerolu

Priprava ethanolického 0.1M KOH

Byla spocitana navazka KOH (M=56,1 g/mol, c=0,1 M, V=0,5 1):
m=cV.M=0,1.0,5.56,1=2,805g

Navazka 2,805g byla dana do k&dinky. Navazka byla rozpusténa v malém mnozstvi vody a
pfevedena kvantitativné do 500 ml odmérné banky a doplnéna po rysku ethanolem. KOH

se uchovaval v lahvi se zabrusem chranéné pied svétlem. [48]

Stanoveni piesné koncentrace KOH

Standardem pro stanoveni pfesné koncentrace KOH byla 0,1M kyselina oktanova (M=

144,21 g/mol, c=0,1 M, V=0,025 1) rozpusténa v ethanolu (96 %):

m=cV.M =0,1.0,025.144.21=0,3605¢g
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Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v ethanolu (96 %) a doplnéno po rysku v 25ml od-
mérné bance. Sml 0,1M kyseliny bylo dano do titracni baiiky pfidano 3 kapek fenolftaleinu
a titrovano 0,1M KOH. Dle spotfeb KOH byla vypoctena piesnd koncentrace KOH. [48]
Vysledky vypoctu jsou uvedeny v Tabulce €. 4.

Cron = % =0,07833g / mol

a — prumérna spotifeba KOH pfi titraci (ml) — tfi stanoveni

5 — pipetované mnozstvi pro titraci (ml)

Tabulka ¢. 6 Spotreby KOH pri stanoveni presné koncentrace

Spotireba Primérna Skute¢na koncentrace

KOH (ml) spoti‘eba KOH (g/mol)

KOH (ml)

0,07833

MAG 10 6,89 0,07257

MAG 12 6,58 0,07599
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Piiprava samotné smeési do reaktoru u MAG C 8:0

Reaktor byl zapnut piedem na teplotu 90°C. Smés do reaktoru byla sestavena z mastné ky-
seliny a glycidolu (Sigma-Aldrich), v poméru 1:1,2 a katalyzatoru. [48] Vypoctené hodnoty

jsou uvedeny v Tabulce €. 5.

Vypocet mnozstvi katalyzatoru:

160,9708 g ............. 100 %

x=0,5.160,9708/100= 0,8048 g katalyzatoru

Vypocet mnozstvi glycidolu:
Malycidol = 74,08g/mol;
Mkyseliny oktanové — 144,2 1 g/ mol

144,21g/mol ...... 74,08g/mol

x=99,582.74,08/144,21 — 51,1548g glycidolu
Dle poméru 1,2:1 — 1,2.51,1548— 61,3888g glycidolu
Ptepoditavame pres hustotu, glycidol = 1,116g/cm? na objem

V =m/p = 55.00ml glycidolu.

Kyselina byla postupné davkovéana do reaktoru s michadlem do jejiho tiplného rozpousténi.
Po rozpusténi kyseliny byl do reaktoru ptidavan 0,5% (w/w) katalyzator chromium acetat

hydroxid (Sigma-Aldrich). Reakce byla nechana 30 minut probihat. [48]

Po uplynuti 30minut byl pfidan do reakéni smési glycidol. Nasledné byl na reaktor nasazen
vzduchovy chladi€¢. Po uplynuti doby 120 min byl odebrany 3 kapky MAG, vzorek byl zva-
zen, bylo piidano 5 ml smési xylen/ethanol (1:1), 3 kapky fenolftaleinu a vzorek byl titro-
van 0,1M KOH. [48]
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Ze spotieby KOH, byl stanoven stupeii konverze:

o ¢ = Lkon-Mpseiny |0 0,118.0,07833.144.21

= ) =1,83%
1000.m.p 1000.0.118.0,6151

KONV =100—-%C =98.16%

a spotieba 0.1 M ethanolického roztoku KOH [ml]

Ckon presna koncentrace ethanolického roztoku KOH [mol/l]

My molarni hmotnost mastné kyseliny [g/mol]

m skute¢na navazka vzorku MAG pro titraci [g]

p pomér skutec¢né navazky kyseliny do reakce k celkové hmotnosti vSech reaktantt

% C  hmotnostni % mastné kyseliny vztaZend na jeji navazku do reakce

Tabulka ¢. 7 Vypocitané hodnoty mnozstvi glycidolu, katalyzatoru a stupné konverze

MnoZstvi glycidolu | Mnozstvi katalyzatoru Pramérny stupen
(mI) (8) konverze
(%)
MAG 8 55,00 0,8048 98.37
MAG 10 53,70 0,7883 99.08
MAG 12 52,08 0,7592 99,19

Poté byl sundan chladi¢ a reakce byla nechdna jest¢ 30 min dobihat, aby se odpafit glyci-
dol. Po uplynuti této doby byl pfeveden horky MAG ptes Biichnerovu nalevku do Erlen-
mayerovy barnky. Poté byl ptelit do kadinky a byl pfidan ethanol (96 %) v cca dvojnasob-
ném mnozstvi. Kadinka byla opatiena parafilmem a do druhého dne byla nechdna v mraz-
ni¢ce. Druhy den byl MAG rozpustén pti laboratorni teploté a byl pfidan Cisty lih a opét byl
vlozen do mraznicky. Dal$i den se postup opakoval, MAG jiz vSak nebyl vloZen do mraz-

nicky, ale ethanol byl odpaien na vakuové odparce. Odpafeny MAG byl pielit do kadinky,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

bylo pfidano dvojnasobné mnozstvi ethanolu a opét byl nechan do druhého dne v mraznic-
ce vykrystalizovat. Nasledujici den byl po rozmrazeni pfi laboratorni teploté zfiltrovan ptes

Biichnerovu nalevku a nechan schnout pii laboratorni teplote. [48]

4.3.3 Sledovani vlivu monoacylglyceroli/mastnych Kyselin na rist bunék dilu¢ni

metodou

Vliv inhibi¢nich u¢inki monoacylglyceroli a mastnych kyselin na rist bakterii byl sledo-
van s pouzitim pristroje TECAN Sunrise TW/TC. Rust bakterii byl pozorovan na mikrotit-
racnich destickéch v Case 0, po dobu 24 a 48 hodin pfi teploté 25 °C. Riist bakterii byl hod-
nocen jako zména optické denzity (OD) suspenze bunék. Nartist bakterii byl méfen pii vi-
nové délce 600 nm ihned po piipravé, po 24 hodinach a po 48 hodindch. Pted kazdym mé-
fenim byl vzorek protfepan po dobu 5 sekund. Pfistroj byl fizen pomoci software Magellan.
Do kazdé z jamek mikrotitracni desticky byl pipetovan vzorek v celkovém objemu 205 pl,
a to 200 pl ptislusného kultivaéniho média (MPB a M17) s piisluSnou koncentraci mo-
noacylglycerolu/mastné kyseliny a 5 pl suspenze bakterii. Rast bunék byl u vSech testova-
nych bakterii sledovan pfi nasledujicich koncentracich MAG/MK: 25 mg/l, 50 mg/l, 100
mg/l, 250 mg/1, 500 mg/l, 1000 mg/1 a 1500 mg/1 (w/v). Jako pozitivni kontrola byly pouZi-
ty jamky, do kterych bylo pipetovano 200 ul kultivaéniho média bez ptisluSného mo-
noacylglycerolu/mastné kyseliny a 5 pl suspenze bakterii. V pfipad€ negativni kontroly
bylo do jamek pipetovano 200 pl bujonu obsahujiciho MAG v ptislusné koncentraci bez
bunécné suspenze. Z naméfenych hodnot optické denzity byl vypocitan index riistu a poté
byly sestrojeny grafy. Zmény rhstu bakterii v prostfedi s monoacylglyceroly byly hodnoce-
ny jako index rustu (IR) [49]:

(ODg,, — NK)
FPK

IR = -100
Kde IR je index rastu, ODgoo opticka denzita testované kultury v médiu s ptisluSnou kon-
centraci MAG/MK, NK optickd denzita negativni kontroly pro pfisluSnou koncentraci

MAG/MK a PK optické denzita pozitivni kontroly. [49]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vliv monoacylglyceroli a mastnych kyselin na rist bakterii

Pro sledovani u¢inkt monoacylglycerolti a mastnych kyselin na rast bakterii byly zvoleny
tfi mastné kyseliny a jejich monoacylglyceroly a to kyselina kaprylova (C 8:0) a jeji mo-
noacylglycerol, kyselina kaprinova (C 10:0) a jeji monoacylglycerol a kyselina laurova (C
12:0) a jeji monoacylglycerol. Vliv MK a jejich MAG byl pozorovanu u deseti mikroorga-
nismil. Mikroorganismy byly jak grampozitivni, tak také gramnegativni. Mezi grampozi-
tivni byly vybrany Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 141, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, Enterococcus du-
rans CCDM 53, Enterococcus faecalis CCM 2665, Enterococcus faecalis CCM 4224.
Gramnegativni Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420, Proteus

mirabilis CCM 7188. VSechny testované bakterie disponuji dekarboxylazovou aktivitou.

Bakterie byly oziveny a kultivovany v M17 a masopeptonovém bujonu pfi teploté 30 °C po
dobu 24 hodin. Poté byly aplikovany na Petriho misky a mikrotitracni desticku. U diskové
difuzni metody byla méfena inhibi¢ni zéna ristu okolo disku. U mikrotitracni metody byl
nartst bakterii méfen pfi vinové délce 600 nm ihned, po 24 hodinach a po 48 hodinach. Z
naméfenych hodnot optické denzity byl vypocitan index riistu bakterii a hodnoty byly za-
znamenany do grafii. Vztah pro vypocet indexi riistu zohlediiuje 1 vznik ptipadného zakalu
po piidani MAG bujonu (odecet hodnoty optické denzity negativni kontroly - viz kapitola
4.3.3 metodika prace).

5.1.1 Diskova difuzni metoda

Utinky zvolenych monoacylglyceroli a mastnych kyselin na riist vybranych bakterii byly
sledovany v rozmezi koncentraci MAG/MK 25 — 1500 mg/l. U vSech mikroorganismil byla
zaznamenana nulova inhibicni zona pii pouZziti MK jako inhibi¢nich latek. Ve vSech pouzi-
tych koncentracich mastnych kyselin (25 — 1500 mg/l) se neutvoftila Zadna inhibi¢ni zdéna.
Mastné kyseliny dle stanoveni pomoci diskové difizni metody neplisobi inhibi¢né na rist
vybranych mikroorganismu. V Tabulce €. 6 jsou uvedeny velikosti inhibi¢ni zony pii pou-
zitt MAG. U vSech grampozitivnich mikroorganismil byla zaznamenana inhibi¢ni z6na nad

1000 mg/1, ptipadné 1500 mg/1 ptisluSného MAG.
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U Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byla zaznamenand inhibi¢ni zdna pfi koncen-
traci MAGU 1500 mg/l. U MAG C8:0 a C 10:0 m¢la zéna 20 mm a u MAG C12:0 16 mm.
U L. lactis subsp. lactis CCDM 141 byla zaznamenana inhibi¢ni zoéna pii koncentraci
MAG 1000 mg/l a 1500 mg/l. U vS§ech MAG m¢la zdna pfi koncentraci 1000 mg/l 16 mm
a pti koncentraci 1000 mg/1 20 mm. U L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla zaznamena-
nd inhibi¢ni zona pii koncentraci MAG 1000 mg/l a 1500 mg/l. U vSech MAG m¢la z6na
pii koncentraci 1000 mg/l 18 mm a pii koncentraci 1500 mg/l 22 mm. U L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824 byla zaznamenana inhibi¢ni zéna pfi koncentraci MAG 1500 mg/1. U
MAG C8:0 méla zéona 16 mm a u MAG C10:0 14 mm a u MAG C12:0 16 mm. U L. lactis
subsp. cremoris CCDM 946 byla zaznamenand inhibi¢ni zéna pfti koncentraci MAG 1500

mg/l. U MAG C8:0 méla zéna 20 mm a u MAG C10:0 18 mm a u MAG C12:0 16 mm.

U Enterococcus durans CCDM 53 byla zaznamenana inhibi¢ni zéna pfi koncentraci MAG
1000 mg/l a 1500 mg/l. U vSech MAG méla zéna pii koncentraci 1000 mg/l 14 mm a pfi
koncentraci 1500 mg/l 18 mm. U Enterococcus faecalis CCM 2665 byla zaznamenana
inhibi¢ni zona pii koncentracit MAG 1000 mg/l a 1500 mg/l. U vS§ech MAG m¢la zdéna pii
koncentraci 1000 mg/l 12 mm a pii koncentraci 1500 mg/l 14 mm. U Enterococcus faeca-
lis CCM 4224 byla zaznamenana inhibi¢ni zona pii koncentraci MAG 1000 mg/l a 1500
mg/l. U vS§ech MAG méla zo6na pti koncentraci 1000 mg/l 16 mm a pii koncentraci 1500
mg/l 20 mm.

U gramnegativnich mikroorganismt Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis
CCM 4420, Proteus mirabilis CCM 7188 nebyla zaznamenana Zadna inhibi¢ni z6éna. Mo-
noacylglyceroly dle diskové difizni metody neinhibuji rist vybranych gramnegativnich

bakterii.
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Tabulka & 8 Ucinky monoacylglycerolii na riist bakterii stanovenych diskovou metodou

Mikroorganismus

Koncentrace MAG

(mg/l)

Druh MAG

Velikost zény

(mm)

MAG12

Lactococcus lactis 1500 MAG 8, MAG 10 20
subsp. lactis CCDM 48
MAG 12 16
Lactococcus lactis 1000 MAG 8, MAG 10, 16
subsp. lactis CCDM MAGI12
141
1500 MAG 8, MAG 10, 20
MAGI2
Lactococcus lactis 1000 MAG 8, MAG 10, 18
subsp. lactis CCDM MAG 12
1004
1500 MAG 8, MAG 10, 22
MAGI2
Lactococcus lactis 1500 MAG 8 16
subsp. cremoris CCDM
MAG 10 14
824
MAG 12 16
Lactococcus lactis 1500 MAG 8 20
subsp. cremoris CCDM
MAG 10 18
946
MAG 12 16
Enterococcus durans 1000 MAG 8, MAG 10, 14
CCDM 53 MAGI12
1500 MAG 8, MAG 10, 18
MAGI2
Enterococcus faecalis 1000 MAG 8, MAG 10, 12
CCM 2665 MAGI12
1500 MAG 8, MAG 10, 14
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Enterococcus faecalis 1000 MAG 8, MAG 10, 16
CCM 4224 MAGI12
1500 MAG 8, MAG 10, 20
MAGI12

Salmonella enterica
subsp. enterica ser. En-

teritidis CCM 4420

Proteus mirabilis CCM
7188

5.1.2 Mikrotitra¢ni dilu¢ni metoda

Utinky zvolenych monoacylglyceroléi a mastnych kyselin na rist vybranych bakterii byly
sledovany v rozmezi koncentraci MAG/MK 25 — 1500 mg/l, jako u difuzni diskové meto-
dy.

5.1.2.1 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 48

U testovanych mikroorganismi lze pozorovat, Ze se zvySujici koncentraci jednotlivych

MAG, dochézi k postupnému sniZzovani hustoty bakterialni suspenze (Obr. 10, 11, 12).

Po 24 hodinach kultivace (Obr. €. 10) vykazoval nejvétsi inhibi¢ni u€inek MAG C12:0. U
MAG C12:0 byl index rastu pod 10 % jiZ pfi nejnizsi koncentraci, tj. 25 mg/l. U zadného z
nich v8ak po 24 hodinach nedoslo k uplné inhibici rastu. Velky inhibi¢ni efekt byl zazna-
menan také u MAG C10:0, kde byl u koncentraci nad 100 mg/1 vidén pokles indexu ristu
pod 5 %. MAG C8:0 vyvolal pfi koncentraci 1000 mg/l a 1500 mg/l sniZzeni indexu riistu
pod 5 %. Vyrazné sniZeni indexu ristu bylo zaznamenano i1 po pusobeni nékterych mast-
nych kyselin. U kyseliny laurové byl pozorovan 20 % narist bun€k od koncentrace 50
mg/l. Kyselina kaprylové sniZovala index ristu méné a pouze pii vysokych koncentracich.

U koncentraci 1000 mg/1 a 1500 mg/l byl zaznamenén index ristu nizsi nez 40 %.

o 24

byl zaznamenan u MAG C12:0. Po 48 hodinach kultivace byl zaznamenan nartist bunék
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pod 10 % u vSech koncentraci. Velmi u¢inny byl i MAG C10:0. U vSech koncentraci byl
index rustu nizsi nez 5 %. Pti koncentraci 500 mg/l — 1500 mg/l byla zaznamenéana uplna
inhibice rhstu bakterii. MAG C8:0 zptsobil snizeni indexu ristu pod 5 % u koncentraci
100 mg/1 a vySe. Mastné kyseliny neptsobily na bakterie tak vyraznym inhibi¢nim efektem
jako jejich monoacylglyceroly. Vyjimkou byla kyselina laurova, byl kde po 48 hodinach

kultivace zaznamendn narist bun¢k pod 25 % u vSech koncentraci.

120

B EONTROLA

W25 mg/l
B 50 mg/fl

B 100 mg/|

Index ristu ()

B 250mg/|

w500 megfl

= 1000 mg/|

B 1500 mg/l

MK 8 MAGS MK 10 MAG10 MK12  MAG 12
Pouiitd MK/MAG

Obrazek ¢. 10: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 48 po 24 hodinach
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Obrdzek ¢. 11: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 48 po 48 hodindch

5.1.2.2 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 141

I u dal$iho testovaného mikroorganismu Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 lze
pozorovat, Ze se zvySujici koncentraci jednotlivych MAG dochazi k postupnému snizovani
hustoty bakteridlni suspenze (Obr. €. 12 a 13). Po 24 hodinach (Obr. ¢. 12) kultivace byla
situace nasledujici. Vyrazné snizeni naristu bun¢k bylo zaznamendno u MAG C10:0 a
MAG C12:0. U MAG C12:0 byl zaznamenan narast bunc¢k pod 10 % u vSech koncentraci.
U MAG C10:0 byl vidén 5 % nartst bunék pii koncentraci 250 mg/1 a vyse. U koncentrace
1500 mg/l byla vidéna tplnd inhibice ristu bunék. MAG C8:0 zpiisobil snizeni indexu
rastu pod 5 % u koncentrace 1000 mg/l a 1500 mg/l. Mastné kyseliny neplisobily vyraznym
inhibi¢nim efektem, vyjimkou byla opét kyselina laurova, kdy byl pozorovan index riistu
pod 20 % od koncentrace 50 mg/1.

Po 48 hodinach kultivace (Obr. €. 13) se prokazal vyraznéjsi pokles indexu rastu i u MAG

C8:0. Index rustu byl pfi koncentraci 500 mg/l 20 %, u koncentrace 1000 mg/l byl index

rustu niz8i nez 10 % a pfi koncentraci 1500 mg/1 byl vidél pouze 1 % narist bunck. MAG
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C10:0 zptsobil vyrazné snizeni indexu ristu u vSech koncentraci a to pod 10 %. U koncen-
trace 1000 mg/l a 1500 mg/1 byla vidéla Gplna inhibice ristu bun¢k. Podobna situace nasta-
la u MAG C12:0, kde vSechny koncentrace tohoto MAG, zptsobili snizeni indexu ristu
pod 10 %. U koncentrace 1500 mg/l byl vidén 1 % nartst bun¢k. Mastné kyseliny neptiso-
bily vyraznym inhibi¢nim efektem na bakterie, jen kyselina laurova zpuisobila nartst bunék

nizsi nez 10 % u koncentraci 250 mg/1 a vyse.

120

B EONTROLA

m25 mg/l
®50 mg/l

B 100mg/|

Index ristu (34)

B 250mg/|

ms500meg/l

w1000 mg/|

B 1500 mg/l

MK 8 MAG 8 MK10 MAG10 MK12 MAG 12
Pougita MK/MAG

Obrazek ¢. 12: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 141 po 24 hodindch
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Obrdzek ¢. 13: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 141 po 48 hodinach

5.1.2.3 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 1004

Dal8im sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004. Inhibi¢-
ni uc¢inky monoacylglycerolii a mastnych kyselin byly sledovany v rozmezi 25 — 1500 mg/I1.

v

Po 24 hodinéch kultivace (Obr €. 14) se vyraznéjsi inhibi¢ni ucinky se projevily i u MAG
C10:0 a MAG C12:0. MAG C10:0 zptisobil snizeni indexu ristu pod 10 % u koncentrace
100 mg/l a vyse. U MAG C12:0 byl vidén narist bun¢k pod 20 % u vSech pouzitych kon-
centracich. U MAG C8:0, u koncentrace 1000 mg/1 a vyse, byl nartist bun¢k nizsi nez 10
%. Mastné kyseliny opét nezplisobily vyrazny pokles indexu ristu, pouze kyselina laurova.

Kyselina laurova snizovala nartist bunék na 20 % a méné od koncentrace 100 mg/1.

U 48 hodinov¢ kultivace (Obr. €. 15) byly vysledky odlisné. VSechny MAG i mastné kyse-
liny vyrazné inhibovaly buiiky ve vSech koncentracich. Narast bun¢k u vSech koncentraci
MAG byl pod 15 %. Stejny ptipad byl zaznamenan i u kyseliny kaprinové, u kyseliny lau-

rové tomu bylo obdobné, avsak nariist bunék byl u vSech koncentraci pod 20 %. Kyselina
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kaprylové také plisobila inhibi¢né, byl vidén 10 % narlst bun€k u koncentraci 250-1500

mg/l.
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100

3

Index riistu (3)

20

MK 8 MAGE MK 10 MAG 10 MK12  MAG 12
Pougita MK/MAG

B KONTROLA
W25 mg/fl
m 50 mg/fl
B 100 mg/I
B 250 mg/l
m500mg/fl
m 1000 mg/l

¥ 1500 mg/

Obrazek ¢. 14: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 1004 po 24 hodinach
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Obrdzek ¢. 15: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. lactis CCDM 1004 po 48 hodinach

5.1.2.4 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 824

Dal8im sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Po 24
hodinové kultivaci (Obr. ¢. 16) bylo zjisténo, ze vSechny MAG ptsobily inhibi¢né. U
MAG C8:0 byl pozorovan narast bun¢k pod 10 % u koncentrace 500 mg/l a vyse. U MAG
C10:0 byl tento nartist pozorovan jiz pii koncentraci 100 mg/l. Nejvétsi inhibicni efekt byl
zaznamenan u MAG C12:0, kde byl vidén narist pod 10 % u vSech koncentraci MAG.
Inhibi¢ni efekt se projevil i u kyseliny laurova, kde byl vidén nartist bunék pod 10 % u

koncentrace 250 mg/l a vysSich.

I po 48 hodinové kultivaci (Obr. €. 17) byly vysledky podobného charakteru. MAG C8:0
zpusobil narast buneék u vSech koncentraci pod 15 %. U MAG C10:0 bylo vidéno snizeni
indexu ristu na mén¢ nez 10 % u koncentrace 1000 mg/l. MAG C12:0 ptsobil vyraznym
inhibi¢nim efektem od koncentrace 50 mg/l, kde zpiisobil snizeni indexu rtstu pod 10 %.
U MAG C12:0 byla zaznamenana 1 Gplna inhibice bunék a to pti koncentraci 1500 mg/l. U
kyseliny laurové tak velky inhibi¢ni efekt prokazan nebyl. Inhibi¢ni efekt se naopak vyraz-
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néji projevil u kyseliny kaprylové, kde byl pozorovan nartist bunék nizsi nez 10 % u kon-

centrace 100 mg/1 a vysSich.

120

B EONTROLA

W25 mg/l
m 50 mg/l

m100mg/l

Index ristu (34)

m250mg/l

w500 mg/l

w1000 mg/l

B 1500 mg/l

MK 8 MAG 8 MK 10 MAG 10 MK 12 MAG 12

Pougita MK/MAG

Obrazek ¢. 16: Ucinky vybranych monoacylglycerolit a mastnych kyselin na riist Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris CCDM 824 po 24 hodinach
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Obrazek ¢. 17: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. cremoris CCDM 824 po 48 hodinach
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5.1.2.5 Vliiv monoacylglycerolit a mastnych kyselin na rist Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 946

Poslednim sledovanym laktokokem byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946.
Opét se sledoval inhibi¢ni u€¢inek monoacylglycerolil a mastnych kyselin v koncentracich

25-1500 mg/l.

Vsechny MAG vyrazn¢ inhibovaly rast bunék po 24 hodinové kultivaci (Obr. €. 18). MAG
C8:0, pfi koncentraci 250 mg/l a vysSich, snizoval index rlstu bun¢k pod 15 %. MAG
C10:0 pusobil inhibi¢né jiz pti koncentraci 100 mg/l. Pti koncentraci 100 mg/1 byl zazna-
menan narist bun¢k pod 5 %. VSechny koncentrace MAG C12:0 zplsobily sniZeni indexu
rustu pod 10 %. Mastné kyseliny neptisobily vyraznym inhibi¢nim efektem, u kyseliny kap-
rinové byl dokonce vidén narist bunck pies 100 %. Pouze kyselina laurova vykazovala

vy$$i inhibi¢ni efekt. U koncentrace 50 mg/1 a vySe byl vidén nartist bun¢k nizsi nez 20 %.

Pon¢kud odlisnych vysledk bylo dosaZeno po 48 hodinové kultivaci (Obr. €. 19). VSechny
MAG opét vyrazn¢ inhibovaly rust bakterii a to ve v§ech koncentracich. MAG C8:0 zptso-
bil sniZeni indexu ristu pod 15 % a to u vSech testovanych koncentraci. U MAG C10:0
byla vidéna Uplna inhibice ristu bun¢k a to u koncentrace 1500 mg/l. U MAG C12:0 byl
vidén 5 % nartist bunék a to u koncentraci 100 mg/l, 250 mg/l a 1500 mg/l. U mastnych
kyselin nebyl prokazan tak velky inhibi¢ni efekt. Vyjimkou byla kyselina kaprylova, u kte-

ré byl vidén nértst bunék pod 15 % u vSech testovanych koncentraci.
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Obrazek ¢.

18: Ucinky vybranych monoacylglyceroli a mastnych kyselin na riist Lacto-

coccus lactis subsp. cremoris CCDM 946 po 24 hodinach
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Obrazek ¢. 19: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Lacto-

coccus lactis subsp. cremoris CCDM 946 po 48 hodinach
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5.1.2.6 Viiv monoacylglycerolit a mastnych kyselin na riist Enterococcus durans

CCDM 53

Dalsi sledovanou bakterii byl enterokok a to Enterococcus durans CCDM 53. Inhibi¢ni
ucinky na tuto bakterii byly opét pozorovany u koncentraci MAG a kyseliny 25-1500 mg/l.
Nejvyraznéjsi inhibi¢ni efekt byl vidén po 24 hodinové kultivaci (Obr. €. 20) vidén u MAG
C12:0. Po 24 hodinach byl vidén u koncentrace 100 mg/l a vyse nartst bunék pod 10 %. U
MAG C10:0 byl vidén tplny inhibicni efekt od koncentrace 500 mg/1, kdy byl vidén narist
bun¢k nizsi nez 5 %. U MAG C8:0 byl vidén 5 % nartst bunék u koncentrace 1500 mg/l. U
mastnych kyselin byl nejvétsi inhibi¢ni efekt prokdzan u kyseliny laurové, u koncentrace

250 mg/1 a vySe byl vid¢€l narist bunék nizsi nez 15 %.

48 hodinova kultivace (Obr. €. 21) zintenzivnila inhibi¢ni efekt a to jak mastnych kyselin,
tak 1 MAG. VSechny MAG pisobily vyraznym inhibi¢nim efektem. U MAG C8:0 byl za-
znamenan index rastu pod 10 % u koncentrace 500 mg/l a vyse. U MAG C10:0 a C12:0
byl 10 % index rustu zaznamenan jiz pfi koncentraci 100 mg/l. U MAG C12:0 byl u kon-
centrace 1000 mg/l a 1500 mg/l zaznamenan niZ§i nez 5 % nartst bun¢k. Z mastnych kyse-
lin byl vidén nejvyraznéjsi inhibi¢ni efekt u kyseliny laurové, kde byl u koncentrace 50
mg/l a vySe zaznamenan nartst bunék pod 10 %. U kyseliny kaprylové byl u koncentrace

1000 mg/l vidén 5 % narast bunék a u koncentrace 1500 mg/l byla vidéna uplna inhibice

rastu bunék.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

120

100

&

Index ristu (28)

20

MK B MAG 8

MK 10 MAG 10 MK 12 MAG 12

Pouiitd MK/MAG

B EONTROLA
W25 mg/l
B 50 mg/l
B 100mg/l
B 250mg/l
ms00meg/l
w1000 mg/l

B 1500 mg/l

Obrazek ¢ 20: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Entero-

coccus durans CCDM 53 po 24 hodinach
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Obrdzek ¢. 21: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Entero-

coccus durans CCDM 53 po 48 hodinach
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5.1.2.7 Vliv monoacylglycerolit a mastnych kyselin na riist Enterococcus faecalis CCM

2665

Podobnych vysledki, jako u Enterococcus durans CCDM 53, bylo dosazeno i u Entero-
coccus faecalis CCM 2665.

Po 24 hodinové kultivaci (Obr. €. 22) bylo zaznamendno vyrazngj$i sniZeni indexu ristu
bakterii po ptisobeni kyseliny laurové a jejiho MAG. U koncentrace 100 mg/1 a vyssich byl
u kyseliny laurové vidén nartist bun€k pod 10 % a u MAG C12:0 pod 5 %. U MAG C10:0
byl u koncentrace 500 mg/I vidén nartst bunék pod 5 %.

Vsechny MAG vyrazné inhibovaly rlst bun€k po 48 hodinové kultivaci (Obr. ¢. 23).
Vsechny koncentrace MAG zptisobily nartust bun¢k pod 15 %. MAG C10:0 a MAG C12:0
zpisobil sniZeni indexu ristu pod 5 % u koncentrace 500 mg/l a vyse. U MAG C10:0 se
projevila uplna inhibice rastu bun¢k a to u koncentrace 500 mg/l a vyse. Z mastnych kyse-
lin se jevila jako nejvyrazngji inhibi¢ni opét kyseliny laurova. U koncentrace 100 mg/l a

vySe zpusobila snizeni indexu rastu pod 10 %.
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Obrdzek ¢. 22: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Entero-
coccus faecalis CCM 2665 po 24 hodindch
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Obrdzek ¢. 23: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Entero-

coccus faecalis CCM 2665 po 48 hodinach

5.1.2.8 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rust Enterococcus faecalis CCM

4224

Poslednim sledovanym enterokokem, u které¢ho byly sledovany inhibi¢ni G¢inky MAG a
mastnych kyselin v koncentracich 25 — 1500 mg/1 byl Enterococcus faecalis CCM 4224.

v

Vyraznéjsi inhibi¢ni efekt se projevil po 24 hodinéch kultivace (Obr. €. 24) opét u kyseliny
laurové a jejiho monoacylglycerolu. U kyseliny laurové byl u koncentrace 100 mg/I a vyse
zaznamenan narust buncék pod 10 %. U MAG C12:0 byl vidén uplny inhibi¢ni efekt u kon-
centrace 250 mg/l a vyse. MAG C10:0 ptisobil vyraznym inhibi¢nim efektem u koncentra-
ce 50 mg/l a vySe, kde byla vidéna uplna inhibice ristu bunék. U kyseliny kaprylové byla

také vidéna iplna inhibice rastu bunék a to u koncentrace 1500 mg/1.

v

Po 48 hodinové kultivaci (Obr. €. 25) byly vidény vyraznéjsi inhibi¢ni vlivy a to pfedevS§im
u MAG. Nejvétsi inhibicni efekt byl zaznamenan u MAG C8:0. U vSech koncentraci byl
vidén 1 % nartst bunék. U koncentrace 50 mg/l, 100 mg/l, 500 mg/l a 1500 mg/1 byla do-
konce vidéna uplna inhibice ristu bunék. MAG C10:0 pisobil na bakterie snizenim indexu

rustu pod 5 % ve vSech testovanych koncentracich. MAG C12:0 zptsobil 5 % nartist bun¢k
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u koncentrace 25 mg/l a 50 mg/l. Od koncentrace 100 mg/1 zptisobil Gplnou inhibici bunék.

Z mastnych kyselin byl vyssi inhibi¢ni efekt vidén u kyseliny kaprylové, kde byl u koncen-

traci 50 mg/1 a vySe, zaznamenan narast bunék nizsi nez 10 %.
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Obrdzek ¢. 24: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Entero-

coccus faecalis CCM 4224 po 24 hodinach
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Obrdzek ¢. 25: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Entero-

coccus faecalis CCM 4224 po 48 hodinach

5.1.2.9 Vliv monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Salmonella enterica subsp.

enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Dalsi bakterie, tentokrat gramnegativni, na které byly testovany inhibi¢ni U¢inky mo-
noacylglycerolti a mastnych kyseliny v koncentracich 25 — 1500 mg/1, byla Salmonella en-
terica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420. U vSech testovanych mastnych kyselin
nebyly v koncentracich 25 — 1500 mg/1 zjistény vyznamné inhibi¢ni u¢inky na riist bakterii
po 24 hodinach (Obr. €. 26) tak ani po 48 hodinové kultivaci (Obr. €. 27). Pouze kyselina
kaprylova vykazovala snizeni nartistu bun¢k pod 20% pfi koncentraci 100 mg/l. U kyseliny
laurové byl vidén dokonce vyssi index rustu pii koncentraci 25 mg/l oproti kontrole. Po-
dobna situace jako u mastnych kyselina byla zaznamenana u MAG, zadny vyraznéji nesni-

zoval narast bunék.

Po 48 hodinové kultivaci byl u kyseliny kaprylové zaznamenan vys$i index rastu oproti
kontrole a to u koncentrace 25 mg/l. V koncentracich 500-1500 mg/1 byl zaznamendn na-

rast bunék pod 30 % u MAG C10:0. V koncentraci 1500 mg/l byl zaznamenan nartst bu-
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n¢k pod 30 % 1 u MAG C12:0. U MAG C8:0 byla prok4zéana plna inhibice a to ve vSech

koncentracich.

140
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MAG B

MK10  MAG 10
Pougita MK/MAG

MK 12

MAG 12
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m 25 mg/l
® 50 mg/l
B 100 mg/l
B 250mg/l
ms00mg/l
w1000 mg/l

B 1500 mg/l

Obrdzek ¢. 26: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Sal-

monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 24 hodinach
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Obrdzek ¢. 27: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na rist Sal-

monella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 po 48 hodinach
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5.1.2.10 Vliv monoacylglycerolit a mastnych kyselin na riist Proteus mirabilis CCM
7188

Posledni bakterii, u které byly testovany inhibi¢ni U€¢inky zvolenych monoacylglyceroli v
koncentracich 25 — 1500 mg/l, byl Proteus mirabilis CCM 7188. Po 24 hodinové kultivaci
(Obr. ¢. 28), bylo dosazeno podobnych vysledki. MAG ani kyseliny nepiisobily vyraznéj-
$im inhibi¢nim efektem na rust bakterii. Vyjimkou byl pouze MAG C8:0, kde byl u kon-
centrace 100 mg/l zaznamenan nartst bunck pod 20 % a u koncentrace 1500 mg/l Giplna
inhibice ristu bunék. U kyseliny kaprylové byla také zaznamenana uplnéa inhibice ristu

bunék a to u koncentrace 1500 mg/1.

v

Jeste vyrazngjsi inhibicni efekt se projevil u MAG C8:0 po 48 hodinové kultivaci (Obr. €.
29). Vsechny koncentrace MAG zpisobily narast bunék pod 10 %. MAG C10:0 zptasobil
snizeni indexu rastu pod 20 % u koncentrace 1000 mg/l. Odlisnost byla zaznamenana u

kyseliny kaprylové, kde nebyl zaznamenan inhibic¢ni efekt a to ani u koncentrace 1500

mg/l.
120
100
B KONTROLA
E 80 W25 mg/l
= B 50 mg/l
IE E‘]
< B 100 mg/l
=
[ W 250 mg/l
z 0 el
m 500 mg/l
20 = 1000 mg/l
= 1500 mg/l
4]
MK 8 MAG B MK 10 MAG 10 MK 12 MAG 12
Poufitd MK/MAG

Obrdzek ¢. 28: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Proteus

mirabilis CCM 7188 po 24 hodindch
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Obrdzek ¢. 29: Ucinky vybranych monoacylglycerolii a mastnych kyselin na riist Proteus

mirabilis CCM 7188 po 48 hodindch

Z publikovanych praci vyplyva, ze gramnegativni bakterie, jsou relativné odolné vuci pa-
sobenim monoacylglyceroli. Dle studie RuZicky a kol. nebyl zji§tén vyrazny inhibi¢ni
efekt MAG C12:0 vici E. coli a Klebsiella pneumoniae. Jiné studie uvadi, ze MAG C12:0
nepusobi vyraznym inhibi¢nim efektem ani na bakterie rodt Salmonella, Escherichia a
Klebsiella. Toto zjisténi bylo potvrzeno i nasi studii. ZvySeni inhibi¢niho efektu MAG
C12:0, bylo dle publikované literatury, mozné zvysit kombinaci monoacylglycerolu s kyse-
linou etylendiaminotetraoctovou. U MAG C10:0 se dle studie Rizicky neprojevil vyrazny
inhibiéni efekt vigi Pseudomonas aeruginosa. Uéinky MAG C8:0 nejsou vii¢i gramnega-
tivnim bakteriim ptili§ popsany. Zajimavosti v nasi studii bylo zjiSténi, ze se u MAG C8:0
prokézal vyrazny inhibi¢ni efekt u Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis
CCM 4420, kde byla vidéna tplna inhibice ristu po 48 hodinové kultivaci a to u vsech
koncentraci (25 mg/l - 1500 mg/l). Vyrazny inhibi¢ni efekt tohoto MAG byl shleddn i u
Proteus mirabilis CCM 7188 po 48 hodinach kultivace, nikoliv vSak tak vysoky jako u
salmonely. Pro potvrzeni tohoto zjisténi by bylo potteba provést dalsi experiment. [16, 19,

20, 50, 51]
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Studie uvadi, ze grampozitivni bakterie jsou vyrazné citlivéjsi viici ptisobeni monoacylgyl-
cerol. Ve studiich je déle uvedeno, Ze jako nejucinéj$i monoacylglyceroly, se jevi MAG
C10:0, MAG C11:0 a MAG C12:0, coz bylo potvrzeno i nasi studii. Uginky MAG C8:0
nejsou ani vuci grampozitivnim bakteriim pfili§ popsany. Studie Naira a kol. uvadi, ze
MAG C8:0, piisobil vyraznym inhibicnim efektem na stafylokoky a streptokoky a to jiz po
6 hodinach kultivace. Pouzité koncentrace MAG C8:0 byly velmi vysoké, a to 5450 —

10900 mg/1. Dle vysledki nasi studie, byl prokdzan nejvyraznéjsi inhibi¢ni efekt u L. lactis
subsp. cremoris CCDM 824 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 946. [20, 52]

MAG C10:0 je vice prostudovanym monoacylglycerolem. Studie prokazuji inhibi¢ni efekt
tohoto monoacylglycerolu. Inhibi¢ni G¢inky byly prokazany u studie Ruzicky, kde byl sle-
dovan inhibi¢ni efekt na Enterococcus faecalis a dal$i. V nasi studii byl prokdzan inhibi¢ni
efekt u Enterococcus faecalis CCM 2665 a Enterococcus faecalis CCM 4224, kde byl vi-
dén vyrazny pokles indexu riistu bunék u vSech koncentraci. Studie Bergssona a kol. také
potvrzuje inhibi¢ni uc¢inky MAG C10:0. V této studii byly sledovany uc¢inky tohoto MAG
na stafylokoky a streptokoky. Bylo prok4zéano, Ze streptokoky byly zcela inhibovany MAG
C10:0 v koncentracich 308 — 1231,5 mg/l. Dale bylo ve studii Ruzicky zjisténo, ze MAG
C10:0 muze také inhibovat rist kvasinek a plisni. [20, 53]

Pomérné nejvice studovanym monoacylglycerolem je MAG C12:0. Jeho vyrazné inhibi¢ni
aktivita byla proti grampozitivnim bakteriim prokazdna v mnoha publikacich. Inhibi¢ni
ucinek MAG C12:0 proti Enterococcus faecalis dokazuje ve své praci napiiklad Dufour a
kol. V nasi studii byl prokdzan velmi vysoky inhibi¢ni efekt u Enterococcus faecalis CCM
4224. Z publikované literatury jsou zndmy udaje o zvySeni inhibi¢niho efektu MAG C12:0
na rist Staphylococcus aureus, pokud byly do kultivaéniho média pfidany i dal$i inhibi¢ni
latky. MoZna je kombinace s dalSim MAG nebo s jinou inhibi¢ni latkou. Z literarnich zdro-
ju dale vyplyva, Ze inhibicni koncentrace MAG C12:0, které zpiisobuji zastaveni ristu Ba-

cillus cereus nebo Bacillus anthracis, je jiz pti velmi nizkych koncentracich a to pii

25 -70 mg/l. [50, 51, 54, 55, 56]
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ZAVER

Z vvsledkt ziskanvch v této diplomové praci lze vyvodit nasledujici zavéry:

e Diskova difuzni metoda neni pfili§ vhodna pro testovani inhibi¢nich G¢ink mo-
noacylglycerolti a mastnych kyselin sledovanych bakterii z diivodu vétsiho poctu

falesné negativnich vysledki.

e Jako vhodngjsi se proto testovani jevi mikrotitraéni diluéni metoda, pomoci které
byly zjistény realnéjsi vysledky.
e Vsechny MAG jsou efektivni inhibi¢ni latky, které potlacuji rist mikroorganismii.

v

Nejvyrazngjsi inhibi¢ni efekt byl prokazan po 48 hodinové kultivaci.
e Mastné kyseliny nedosahuji tak vyraznych inhibi¢nich efekti jako ptislusné MAG.

e U L. lactis subsp. lactis CCDM 48 byl prokdzan nejvyssi inhibi¢ni efekt u MAG
C10:0. U vsech koncentraci MAG byl vidén nartst bunék po 48 hodinach kultivace
pod 5 %.

4

po 48 hodinové¢ kultivaci, MAG C10:0 a MAG C12:0. Oba MAG pusobily inhibi¢-

n¢ ve vSech testovanych koncentracich. Zptsobily snizeni indexu rtistu pod 15 %.

e U L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 byly po 48 hodinové kultivaci zaznamenany
inhibi¢ni efekty také u vSech MAG. Z MAG byl shledan jako nejefektivnéjsi MAG
C12:0. Zptsobil nartst bunék pod 10 % u koncentraci 25-50 mg/1 a u koncentraci
100-1500 mg/1 pod 5 %.

e U L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 byl

MAG zptsobily snizeni indexu rtistu pod 15 %.

e U Enterococcus faecalis CCM 2665 bylo po 48 hodinové kultivaci prokdzano, ze
vSechny MAG ptisobi inhibi¢né na tuto bakterii. Nejvyssi inhibi¢ni efekt byl vidén
u MAG C10:0, kde vSechny koncentrace tohoto MAG zptisobily nartst bun¢k pod
5 %. U Enterococcus durans CCDM 53 byl vidén vyrazny inhibi¢ni efekt u vSech
MAG.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

o U Enterococcus faecalis CCM 4224 byl po 48 hodinové kultivaci prokdzan vyrazny
inhibi¢ni efekt u vSech MAG, zejména u MAG C8:0 a MAG C12:0. MAG C8:0

zpusobil i uplnou inhibici rastu bunék.

o U Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420 a Proteus mirabi-

lis CCM 7188 pusobil inhibi¢né po 48 hodinové kultivaci MAG C8:0.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
MAG Monoacylglycerol

DAG Diacylglycerol

TAG  Triacylglycerol

MK  Mastné kyselina

MO  Mikroorganismus

BA Biogenni amin
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