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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyvd moZnostmi vyuZiti monoacylglycerolll jako antimikrobidlnich
latek proti bakteriim rodu Lactococcus. Teoretickd Cast je zaméfena na charakteristiku,
klasifikaci a fyzikdln€ chemické vlastnosti monoacylglyceroli, jejich vyrobu a poziti. Jsou
charakterizovany biogenni aminy, jejich vznik, moZnosti stanoveni, jejich vyskyt a u¢inky
na organizmus. Praktickd c¢ast se pak zabyvd vyhodnocenim inhibi¢nich u¢inkt

monoacylglycerolt a dekarboxyldzovou aktivitou mikroorganismti rodu Lactococcus.
Klicova slova:

I-monoacylglycerol, biogenni amin, dekarboxyldzova aktivita, rod Lactococcus

ABSTRACT

The inhibitory effect of monoacylglycerols on bacteria of the genus Lactococcus.
Presented master thesis deals with possible use of monoacylglycerols as antimicrobial
substances against Lactococcus bacteria. Theoretical part is focused on characterisation,
classification and physico-chemical properties of monoacylglycerols. Their production and
use are mentioned. Biogenic amines are characterised; their origin, occurrence,
possibilities of determination and their effect on organism are presented as well. Practical
part deals with both the evaluation of inhibition effect of monoacylglycerols and the

decarboxylase activity of the Lactococcus bacteria.
Keywords:

I-monoacylglycerols, Biogenic amines, decarboxylase activity, Lactococcus bacteria
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UvVOD

ZN_ 2

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou nenahraditelné v potravindfském primyslu. Jsou
vyuZzivany pro schopnost pfemény laktézy na kyselinu mlé¢nou, coZ napomahd konzervaci
potravin, a také zlepSuji vlastnosti fermentovanych potravin. Nékteré kmeny mlécnych
bakterii maji i dieteticky 1é¢ebné ucinky.

Monoacylglyceroly jsou latky vyuZivané prevdzné v potravinaiském a
kosmetickém primyslu jako emulgitory a stabilizatory. Monoacylglyceroly dokazi
inhibovat nékteré mikroorganismy, zde se tedy nabizi moZznost inhibovat nezadouci
mikroorganismy v potravindch a kosmetice. MozZnosti vyuZziti monoacylglycerolii jsou
Siroké, diky jejich emulgacnim, antimikrobidlnim a stabilizacnim vlastnostem. V posledni
dob¢é se monoacylglyceroly vyuZzivaji i ve farmaceutickém, nebo také v obuvnickém a

kozedéIném primyslu.

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech zivych organismech. Vznikaji
dekarboxylaci aminokyselin, jako je napf. tyrozin, kterému odpovidd biogenni amin
tyramin. Biogenni aminy mohou na lidsky organismus pisobit toxicky. Jejich vyznam
roste se zvySenou konzumaci téchto potravin. Biogenni aminy se nejcastéji vyskytuji ve
fermentovanych potravinich, jako jsou: syry, maso, vino, pivo a ryby. Spousta téchto
potravindiskych produktii je nichylnd ke kaZeni mlécnymi bakteriemi pozitivhimi na

dekarboxyldzovou aktivitu.

Podstatnou roli v zabranéni dekarboxyldzové aktivity a zabranéni neZddouciho
rustu bakterii rodu Lactococcus mohou hrat antimikrobidlni latky, mezi které
monoacylglyceroly patfi. Monoacylglyceroly mohou zabranit riistu bakterii, ale i jejich

prezivani v prostiedi, a tedy i zabranit vzniku biogennich amint.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MONOACYLGLYCEROLY

Prvni monoacylglycerol (MAG) byl syntetizovan vroce 1853 Frenchmanem
Berthelotem. Hlavnim prilomem se stala aplikace MAG pii vyrobé margarint [1]. Pfi
objevu vlastnosti a mnozstvi monoacylglycerolii v tukovych ¢{asticich byly
monoacylglyceroly patentovdny roku 1936 pro vyrobu mléénych mraZenych krémi.

V téchto letech nastal pocatek vyuzivani monoacylglycerolii v pekdrenském primyslu [1].

Dnes se produkce MAG odhaduje v fadech 300 000 t ro¢n€. Monoacylglyceroly,
diacylglyceroly, a jejich derivaty zodpovidaji za 70% svétové produkce emulgétorti a jsou
chleba, pekarenskych vyrobkl, margarinii, zmrzlin, Zvykacich gum. Funkci MAG
v potravindch, v kosmetice a dalSich materidlech je predev§im tvorba Skrobovych
komplexli, provzdusnovani, emulzifikace, deemulzifikace, mikrobicidni a lubrikacni

ucinky. MAG se vyuZivaji také pfi uprave ryb, dribeZe, Cerstvého ovoce a zeleniny [1].

1.1 Charakteristika monoacylglycerolu

Monoacylglyceroly jsou obecné tvofeny mastnymi kyselinami (MK), které jsou
esterovou vazbou navazany ve formé acylu na glycerol. Takto vznikld molekula MAG ma
polarni a nepoldrni Céast a tyto ¢4sti vykazuji povrchové aktivni vlastnosti. MAG jsou
schopny tvofit trojrozmérné struktury. Monoacyglyceroly jsou latky netoxické, biologicky
snadno odbouratelné. Ve vodé jsou cCastecné rozpustné jen MK. Hustota
monoacylglycerolil klesa s rostouci délkou fetézce MK a s klesajicim stupném nasycenosti,

kyslikaté funk¢ni skupiny hustotu zvySuji [2].

Monoacylglyceroly jsou parcidlni estery glycerolu s vy$§imi mastnymi kyselinami.
Vznikaji substituci jednoho vodiku hydroxylové skupiny zbytkem (acylem) mastné
kyseliny [3]. Pokud jsou v poloze 1 a 3 vazdny rtzné mastné kyseliny (8 — 18 uhlikl),

stava se uhlik v poloze 2 opticky aktivnim [4].

1.2 Druhy a Kklasifikace monoacylglyceroli

Podle polohy acylu v glycerolu vznikaji dva izomerni MAG, 1-monoacylglycerol a v
poloze 2-(B), 2-monoacylglycerol, li§ici se polohou navizini zbytku mastné kyseliny

(Obr. 1) [3, 5].
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H,C——O—CO—R H,C——OH
HC——OH —_— HC——O—CO—R
HoC——OH H,C——OH
I-monoacylglycerol 2-monoacylglycerol

Obr. 1 Isomerni formy monoacylglycerol.

1.3 Fyzikalné chemické vlastnosti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly jsou tuhé latky ve form¢ vlocek, prasku, anebo malych krystaltl.
Jsou nerozpustné ve vod¢, ale mohou tvofit stabilni hydratovanou disperzi. Maji vySsi
disperzibilitu, protoze vytvaii krystalicky mesomerni efekt, zatimco nedestilované MAG a
DAG ve vétSiné piipadlt vytvaii emulzi (zpisobeno hydrofilné lipofilni rovnovahou).
MAG jsou polymorfni, mohou existovat v riznych krystalickych formach v zdvislosti na

teploté. Z taveniny vykrystalizuji v metastabilni o formy a pfeméni se prostfednictvim

B prvotni formy do nejstabilnéjsi B-krystalické formy [6].

Monoacylglyceroly jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech, hlfe rozpustné
v acetonu a nerozpustné v petroletheru. Triacylglyceroly (TAG) jsou naopak v alkoholu

nepatrné rozpustné a v petroletheru se rozpoustéji dobie [2, 3].

Emulgac¢ni schopnost MAG zdvisi na druhu MK, jejiZ zbytek je pifitomen v esteru a

na druhu kapaliny na dotykové plose, jejizZ povrchové napéti se ma snizit [7].

Povrchové vlastnosti MAG jsou ovlivnény poldarni a nepoldrni ¢asti molekul a
vyvazenosti hydrofobni a hydrofilni vrstvy. Tato vrstva je charakterizovdna jako
hydrofiln¢ lipofilni rovnovdha (HLB). Hodnota HLB se u MAG pohybuje v intervalu 4 —
7, diky témto hodnotdm MAG vytvéreji emulze typu voda v oleji (v/o) [2]. V disperzich se
molekuly orientuji na rozhrani polarni (vodné) a nepoldrni (olejové) faze tak, Zze
hydrofobni konce molekul tvofené fetézci MK smétuji do hydrofobni faze a hydrofilni ¢ast
molekuly smétfuje do vodné faze. Takto vytvoreny film stabilizuje disperzi a usnadiuje
dispergaci [3, 8].

Protoze jsou MAG pomérné malo polarni, zvySuje se jejich emulgacni ucinnost
ptidavkem fosfolipidli nebo bilkovin. Mén¢ polarni emulgatory se hodi pro piipravu

emulzi voda v oleji (v/0) a polarnéjsi pro emulze olej ve vodé (o/v). Pro nékteré tcely je
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emulgacni schopnost zlepSovana esterifikaci MAG rGznymi kyselinami, napi. kyselinou

mlécnou, kyselinou vinnou, kyselinou citrénovou [3].

Biochemické a fyzikdln€ chemické reakce jsou zavislé na poloze navéazani acylového
zbytku na hydroxylované skupiné [8]. Teplota tdni se zvySuje s poctem uhlikovych atomil
v fetézci a proporciondlné sniZuje s nartistem nenasycenosti. Monoalcyglyceroly maji bod
tani vys$si nez jejich ptislusnd MK. Teplota tuhnuti stejného MAG lezi mirn¢ nad teplotou
tani, rozdil teplot je obvykle 5 — 15°C [9]. Se zvySujicim se poctem nasobnych vazeb ve

zbytku MK se také zvySuje pravdépodobnost oxida¢nich zmén MAG [2].

MAG tvofi prostorové utvary, pod teplotou tani vytvaii kapalné krystaly
hexagondlniho, kubického nebo lameldrniho tvaru. Tento mesomorfni efekt vznikd mezi
krystalickym a kapalnym stavem za pfedpokladu vysoké cCistoty a dobie definované
molekuldrni struktury. Tvorba kapalnych krystalli zdvisi na teplot¢ a na vzdjemném

poméru vody a monoacylglycerolt [1]. Nékteré mozné struktury jsou znazornény (Obr.2).
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Pe moleloulami objem STRUKT[JRA
molelalami délka nasobena Ob . 1
racena micela
Plo-chou Pclél.m.i akupiny
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’ Obracena
Voda v oleji
R hexagc:né]ni
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P-1 1
_ Lamelarni L
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S
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Obr. 2 Zobrazeni nékterych moznych piirozenych struktur a jejich odpovidajici

faktory zhusténi. Prevzato od [10].
(b) dispergovana reverzni hexagondlni faze, (c) dispergovana reverzni spojitd kubicka faze,
(d) dispergované lameldrni kapalné krystalické faze (tato faze je ziskdna ze smési
Dimodan U a C;;H39NaQ,), (e) micelarni disperze (Tato disperze je ziskdna z polysorbate

80 solution) [11, 12, 13].

1.4 Produkce monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly jsou v soucasné dob& vyrabény: interesterifikaci (alkoholyzou,
acidolyzou, transesterifikaci), esterifikaci volnych mastnych kyselin s glycerolem,
parcidlni hydrolyzou triacylglycerolii (TAG) a nukleofilni adici mastné kyseliny na oxiran-

2-yl-methanol. Zpiisob vyroby MAG ovliviuje jejich kvalitu i kvantitu [14].
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Nejcastéji jsou MAG vyrabény interesterifikaci z TAG, kdy TAG a glycerol reaguji
za teplot 200 — 250 °C pii alkalické katalyze a vznikd smés monoacylglycerolt,
diacylglyceroli (DAG), triacylglycerolii a maly zlomek nezreagovaného glycerolu.
Komer¢né vyrobené emulgétory obvykle obsahuji 45 — 55 % MAG, 38 — 44 % DAG,
8—12 % TAG a 1 —7 % volného glycerolu [14].

Vyroba MAG a DAG je kontinudlni nebo diskontinudlni [15, 16], na principu piimé
esterifikace glycerolu a mastnych kyselin, pii teplotich 200 — 250 °C s pfidavkem NaOH,
napiiklad ze zmydelnénych tukd a oleji. MAG mohou byt oddéleny z DAG a TAG
destilaci [17]. Teplota této destilace je obvykle 140 — 170 °C za vakua, dulezita je doba, pii
které tyto teploty ptisobi na smés [1]. Monoacylglyceroly vyrobeny touto cestou obsahuji
vyvazné mnozstvi 1-MAG, 2-MAG. Pomér téchto dvou izomerl je zdvisly na teploté

destilace [17].

PfestoZze jsou monoacylglyceroly chemicky syntetizovatelné, existuji také jako
meziprodukty metabolismu lipidi a vymény latek v Zivém organismu [8].
1.4.1 Acidolyza

Acidolyza je reakce karboxylové skupiny volné kyseliny s esterem za vzniku
meziproduktu, z n¢hoZ se uvolni kyselina diive vdzand na ester za vytvofeni nového esteru
(Obr. 2). V tomto esteru je na alkohol vazana kyselina, kterd byla na zacatku reakce volna
[4]. Pi1 acidolyze se acylovy zbytek jedné MK vymeéni za jiny kyselinovy zbytek za vzniku
TAG. Acidolyza samovolné probiha pii 250 °C, v pfitomnosti kyseliny sirové jako
katalyzatoru pfi 158 °C. Nasledné probihd hydrolyza, kterd ze vzniklych TAG vytvoii
MAG. Velkou nevyhodou acidolyzy je neselektivita reakce [2].

o) (@) (6] (6]
R2 + )k > )k R2 + )‘k
R1)ko/ Rs OH Rg O/

Ri OH
ester karboxylova vznikly novy ester
skupina volné kyseliny

Obr. 3 Obecné reakéni schéma acidolyzy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Acidolyzou brutndkového oleje kyselinou y-linolenovou a kaprylovou, kyselinou
katalyzovanou imobilizovanymi lipdzami, kterd probiha pti 30 °C, lze vyrdabét MAG pro

kosmeticky a potravindisky primysl [18].

1.4.2 Alkoholyza (glycerolyza)

Alkoholyza je reakce esterd glycerolu s alkoholem, kdy dochdzi k vymeéné
alkoholové slozky esteru (Obr. 3). Probihd jak s jednofunkénimi tak i vicefunk¢imi
alkoholy. Alkoholyza je spolecné s piimou esterifikaci MK nejvice pouZivanou
primyslovou vyrobou MAG. Nevyhodou jsou komplikované reakéni podminky jako
vakuum, inertni atmosféra a vysoké reakcni teploty [2]. Pfi dostatecném zdhievu probiha

reakce i v neutrdlnim prostiedi.

o) O
RQ + RS_OH —_— )k RS + RQ_OH
R1)k0/ R, o

Vymeéna alkoholové slozky esteru

Obr. 4 Obecné reakcni schéma alkoholyzy.
Podle typu pouzitého alkoholu se déli alkoholyza na methanolyzu, ethanolyzu,

glycerolyzu apod.

Zacatek reakce probihd pomalu, acylglycerol je rozpuStén v alkoholické fazi jen
castecné. V dalsi fazi se vytvaii homogenni roztok a rychle se ustanovi rovnovdha. Reakce
muZe byt katalyzovana kyselymi (kyselina sirovd, bezvody chlorovodik) nebo alkalickymi
(hydroxid ¢i alkoholat draselny nebo sodny) katalyzatory. Bez pouZiti katalyzator jsou
nutné teploty okolo 250 °C. Nevyhodou alkalické katalyzy je mozZnost vytvoreni mydel pii
vysokém obsahu volnych MK ve vychozi reakéni smési, které emulguji a komplikuji
reakci [2].

H,C——0—CO—R H,C——OH H,C——0—CO—R H,C——0——CO—R
HC—O0—CO—R  +  HC—OH =——== HC—O0—CO—R + HC—OH

H,C——0—CO—R H,C——OH H,C——OH H,C——OH
triacylglycerol glycerol 1,2-diacylglycerol 1-monoacylglycerol

Obr. 5 Obecné reakéni schéma glycerolyzy.
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Kontinudlni chemickd glycerolyza (Obr. 5) je nejpouzivanéjsi alkoholyzou tukl a
olejii. Vyroba probiha jako reesterifikace glycerolu. Jednd se o reakce TAG s molekulou
glycerolu, touto reakci postupné piechdzi TAG na DAG a MAG. Kromé 1,2-
diacylglycerolu miiZze vznikat naptiklad i 1,3-diacylglycerol. Reakce probiha pfti teplotich
200 — 240 °C v ochranné atmosféfe dusiku nebo oxidu uhli¢itého, aby se zabranilo
nezddouci oxidaci nenasycenych MAG [2, 19]. Pro katalyzu se nejCastéji pouzivaji
alkalické katalyzatory (NaOH, KOH, methylat ethylat sodny [7], popf. sodik, draslik, selen
[16] a mén¢ obvyklé heterogenni hydrokalcity [20]). Molekulédrni destilace je nezbytna pro

s MV

zvyseni vytéZnosti MAG [2].

Nastaveni optimdlnich reak¢nich podminek (teplota a mnoZstvi vody) a druh
enzymu ma vliv na stupen konverze. Pfi glycerolyze nenasycenych produktl je nebezpeci
inaktivace lipaz peroxidy obsaZenymi v tuku. Casto dochdzi ke vzniku men$iho mnoZstvi
2-monoacylglycerold [19]. Alkoholyzou miZe byt i pfesmyk esterové skupiny u esteril

vicefunk¢nich alkoholl. Napi. 2-monoacylglycerolu na 1-monoacylglycerol.

1.4.3 Transesterifikace esteri vysSich MK

Transesterifikaci dochdzi k vzdjemné mezimolekuldarni vyméné acylové nebo
alkoholové skupiny jednoho esteru za acylovou ¢i alkoholickou skupinu jiného esteru
(Obr. 6). Jde o iontovou reakci katalyzovanou vodikovymi nebo hydroxylovymi ionty.
Pokud dojde k vymén¢ zbytku MK obsaZenych v rtiznych molekulich TAG, hovoiime o
autotransesterifikaci. Reak¢ni rychlost zdvisi na struktute alkoholu, rozvétvenosti MK a

klesa s rostouci molekulovou hmotnosti [21, 22, 23].

0 0 0 o
)L R» + )‘L Ry — > )‘L - R4 + )L R»
R o Ry o R 0 R o

3

Obr. 6 Reak¢ni schéma esterové vymény.

Pomér alkoholu k oleji je jednim z hlavnich faktorii transesterifikace. Prebytek
alkoholu podporuje tvorbu produktd, nadmérné mnoZzstvi vSak ztéZuje vyuziti glycerolu,

takZe pomér se stanovuje empiricky [24].

1.4.4 Esterifikace MK s glycerolem

Piimym plsobenim glycerolu na MK vznikaji nejprve MAG (Obr. 7), z nich DAG

a nakonec TAG. Jednd se o malo vyuZivanou metodu vyroby. Pfi vyrobé miZe vznikat
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vice kombinaci monoacylglycerolt (1-monoacylglyceroly, 2-monoacylglyceroly). Reakce
probiha pii styku alkoholu s karboxylovou kyselinou az do dosazeni rovnovazného stavu.
Vznikd ester a voda. Jako katalyzdtory se nejCastéji pouZzivaji kyselina sirova,
chlorovodikova, fosforecnd, sulfonové kyseliny nebo boritany. Diky témto katalyzatorim

A

ziskdme vysoké vytéznosti, ale reakce probihaji velice pomalu [2, 23, 25, 26, 27, 28].

H,C——OH H.C—OH
H(|3—OH 4{ — HC|)—OH o
H2(|3—OH Hzl—O—C//
\R
glycerol mastnd kyselina I-monoacylglycerol

Obr. 7 Reak¢ni schéma esterifikace mastné kyseliny s glycerolem.

Vyuziti enzymatickych katalyzdtori umoZznuje stabilita lipdz v organickych
rozpoustédlech. Typ a mnozstvi produktu ovliviiuje, za jakych podminek je reakce
provadéna, dile mnoZzstvi produktu ovliviuje ptidavek vody v pocatecni fazi reakce a
vybér enzymu. Katalyzatory také ovliviiuji, zda nedojde ke zpétnému rozkladu na ptivodni
latky. Lipazy se ziskdvaji z Candida cylindracea, Rhizopus arrhizus, Rhizomucor miehe

nebo Brassica napus [29, 30].

Esterifikace je 1iontovd reakce, kterd vyZzaduje pfitomnost vodikovych 1
hydroxidovych iontl. Vodikové ionty jsou do reakce poskytovany minerdlnimi kyselinami.
Pusobenim mastnych kyselin a vodikového iontu na glycerol mtize béhem esterifikace
dojit k presmyku vytvofenim 2-monoacylglycerolu, ktery pfechdzi na stabilngjsi 1-

monoacylglycerol [31, 32].

1.4.5 Hydrolyza

Hydrolyza je opakem esterifikace (Obr. 8). Reakce je stupiiovitd, nejprve se odstépi
z TAG zbytek jedné MK za vzniku DAG, po odstépeni dalsiho acylu je vytvoien MAG.
Dalsi hydrolyzou vznika volny glycerol a MK (Obr. 10). Nevyhodou hydrolyzy je nizky
stupent konverze 2 mol MK na 1 mol MAG [7]. K hydrolyze (zmydelnéni) mliZze dochizet
také s NaOH (Obr. 9).
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0 o)
R)J\o/ o+ RO )J\ * Re——OH
1

Ri OH

Obr. 8 Reakeni schéma hydrolyzy.

o) o)
)J\ /R' + NaOH ——> )J\ + 'R—OH
R1 @) R1 O Na*

Obr. 9 Reak¢ni schéma zmydelnéni.

H,C—0—CO—R H,C—0—CO—R H,C—0—CO0—R H,C—OH
+H,0 | +H,0 | +H,0 |
H—0—C0—R, =——=  HC—0—CO—R, HC—OH ———~  HC—OH
- R;—COOH | ~R,——COOH | - R—COOH
H,C—0—CO—R, H,C—OH H,C—OH H,C—OH
TAG DAG MAG glycerol

Obr. 10 Reakéni schéma hydrolyzy triacylglycerolu a vzniku glycerolu.

Tuky a oleje jsou estery, které se za ur€itych podminek hydrolyzuji (pomoci vody)
na své pivodni sloZky. Hydrolyza je vyuZivdna pro S$tépeni tmavych tukd a oleji
s vysokym c¢islem kyselosti, spiSe pii vyrobé MK nez MAG. Vyroba probiha kontinudlng¢,

kdy jsou tuky hydrolyzovény v protiproudu pary pfi vysokych tlacich [16, 33].

Reakce probihd za ptitomnosti kyselych nebo zdsaditych katalyzator (oxidy nebo
hydroxidy hoiciku, zinku, olova), vodni pary poptipadé¢ enzymt. Tato reakce je
homogenni, voda vstupuje rozpusténa do tukové faze. Pti teploté 300 °C je tato rozpustnost

neomezena [2].

U enzymatické hydrolyzy je nutné kontrolovat reakci, aby se zabrdnilo dovrSeni
hydrolyzy az na MK a alkohol. Vyhodami enzymatické hydrolyzy jsou mirné reakéni
podminky, dobré selektivita a dosazeni vysoké konverze. Vyhodou pouziti enzymatickych
katalyzdtort jsou mirné reakéni podminky (22 — 70 °C), konverze aZz 96 %, dobra
selektivita a Setrnost k Zivotnimu prostredi. Nevyhodou enzymatické hydrolyzy je vysoka
naro¢nost vybéru vhodného typu enzymu (dle typu acylu), striktni dodrzovani reakénich

podminek, dlouhé reak¢ni Casy a Casto nedostupnost enzymatickych preparatt [2].
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V parcidlné hydrolyzovaném tuku jsou krom¢ volnych MK a glycerolu i MAG a
DAG. Jejich mnoZstvi zavisi na zpusobu Stépeni. Reakce je zajisStovana hydroxidovymi
anionty z alkalického prosttedi a vodikovymi kationty pfi hydrolyze vodou nebo

kyselinami [7].

1.4.6 Adice MK na glycidol nukleofilnim otevi‘enim epoxidového kruhu

Tato reakce je nejmladSi na poli syntézy MAG. Pii piipravé MAG
regioselektivnim, nukleofilnim otevienim epoxidového kruhu glycidolu (2,3-epoxy-1-
propanol) nedochédzi k tvorbé vedlejSich reakénich produkti a vznikd 1-(2) MAG
(Obr. 11).

H,C——OH H,C——OH
HC\ +  R——COOH HC——OH
| O
H,C H,C—O—CO—R
glycidol mastnd kyselina monoacylglycerol

Obr. 11 Reak¢ni schéma adice mastné kyselina na glycidol.

Reakce bez pritomnosti katalyzatoru vede k vytvoreni smési MAG, DAG a TAG.
Jako katalyzatory jsou vyuZivany terciarni aminy, amoniové soli, alkoxidy [34, 35, 36, 37],
komplexy tranzitnich kovli (chrom, kobalt, nikl) [38], lanthanoidd (europium, samarium) a
komplexy tetraizopropoxititandtu. [35]. Mezi vyhody této vyroby patii univerzdlnost a
vysokd regioselektivita reakce, vysokd konverze, malé mnozstvi pouzitého katalyzétoru,
snadnd piiprava katalyzatoru a pifedevsim je pouZzit bezrozpoustédlovy systém. Nevyhodou
vyroby MAG adici MK na glycidol je vysoké mnozstvi Cr’*obsazeného ve vysokych
koncentracich v MAG, casto piesahujici potravindfské a farmaceutické normy. SniZeni
Cr’* 1ze napiiklad dosahnout vykrystalizovanim v alkalickém etanolu. Po vyrobé jsou
monoacylglyceroly nejcastéji déleny a identifikovany pomoci chromatografickych metod

[34, 36].

1.5 Vyuziti monoacylglycerolu

Nejvétsim producentem a zaroven spotiebitelem MAG je potravinarsky pramysl.
Monoacylglyceroly se vyuZivaji jako emulgétory pii vyrob& potravin. Optimélni emulgace
je dosaZena s tzv. koemulgdtory. MAG patii do skupiny piidatnych aditivnich létek,

oznacovanych pod kédem E472, ptfiddvanymi do potravin za G¢elem zlepSeni nebo tpravy
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chemického sloZeni, fyzikdlnéchemickych vlastnosti, nutricnich nebo senzorickych
vlastnosti nebo ochranu potravin pfed neziddoucimi zménami. MAG se nepouZzivaji

samostatné jako potravina [1, 39].

Tab. 1 Vynatek z vyhlasky ¢.152/2005 Sb. v platném znéni [39].

Cislo E Latka Pouziti

Estery mono- a di- glyceridi mastnych kyselin
Emulgator,
s kyselinou octovou, mlé¢nou, citrénovou, vinnou a
E472 stabilizator,
acetylvinnou; estery mono a diglyceridl s kyselinou
_ sekvestrant
octovou a vinnou

Dlivodem pouzivani monoacylglyceroll v potravinaiském primyslu jsou vlastnosti
jako: Schopnost snizovat mezipovrchové napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin o
ruzné polarité, coZz usnadiuje disperzi téchto kapalin v jemné kapky a zvysuje stabilitu
emulze i pti zménach pH. Tyto emulze se pouZivaji pti vyrobé mrazenych krému a jogurtt.
MAG se vyuzivaji pfi zaSlehdni vzduchu a stabilizaci pény (vlastnosti naslehu) [40]. Dalsi
schopnosti je, Ze emulgitory slozené ze smési nasycenych a nenasycenych
monoacylglycerolt v mléEném typu emulze ovliviiuji obsah tukovych kapi¢ek a mnoZzstvi

proteinu adsorbovaného v rozhranni (o/v) [41].

Dile jsou MAG dilezité pfi vyrobé cukrdifskych vyrobkidl pro jejich schopnost
stabilizovat a zpevilovat pény nebo pii vyrobé tésta s pouzitim komplexni sypké smési a
rychloslehaciho ptipravku (voda, cukr 35 %, emulgatory E471 a E470 20 %, lih kvasny
jemny). Monoacylglyceroly na bazi kyseliny palmitové a stearové se piidavaji do cokolad
a polev v poméru 30/70. Monoacylglyceroly v ¢okoladdch zabranuji migraci tuku na

povrch [2, 42].

Monoacylglyceroly se vyuzivaji v pekdrenském primyslu. MAG spolecné
s amylézou mé schopnost zadrzovat vodu v pekarenskych produktech. MAG vyssich MK
(laurové, myristové, palmitové, stearové) s amyl6zou (obsaZenou ve Skrobovych zrnech)
ovliviiuje reologické a chutové vlastnosti chlebového tésta [43, 44]. MAG zpomaluji
retrogradaci peciva, tj. ztratu Cerstvosti pe€iva a jeho tvrdnuti. Tésto se zpracovava
snadné&ji, pecivo je kiehci, ma vétsi objem a rovnomérnou pdérovitost. Pfi vyrobé tésta je

pouzivdna smés monoacylglycerolu a estert propylenglykolu [8, 45].
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MAG se v tukaiském pramyslu vyuzivaji jako emulgiatory. MAG (kyseliny
palmitové, stearové, olejové) jsou nejCastéji vmichany jako emulgitory do margarint
v mnozstvi do 2% na hmotnost tukové néasady [43, 42]. MAG kyseliny kaprinové sniZuje
mezipovrchové napéti v systému bavinikovy olej/voda vice neZ MAG kyseliny stearové.
Tedy MAG mastnych kyselin s kratSimi fetézci snizuji mezipovrchové napéti vice nez
MAG mastnych kyselin s delsimi acylovymi konci. OvSsem MAG s delSim acylem jsou
ucinngj$i v minerdlnich systémech olej/voda. Pii stejné dlouhych substituentech jsou
v systému rostlinny olej/voda u¢inné&jsi MAG s nasycenym, v systému minerdlni olej/voda

MAG s nenasycenym substituentem [7].

Komplexotvornych vlastnosti MAG s proteinovymi biopolymery se vyuzivd pfi
vyrobé téstovin, které nejsou po vafeni mazlavé, nelepi se a maji pozadovanou pevnost.
MAG zlepSuji jakost dehydratované bramborové kaSe, kterd ziskava spravnou strukturu a
potlacuje lepivost. V cukrovinkdiském prumyslu se MAG vyuZivaji ke sniZeni lepivosti
bonbénti a zlepSeni konzistence Zzvykacich gum [2, 45]. MAG zadrzuji vlhkost

v potravindch a pomdhaji tak uchovavat tyto potraviny v Cerstvém stavu.

U masnych vyrob se pouzivaji smési monoacylglycerolll a diacylglycerolt kyseliny
citrébnové. Zajisti vysoce stabilni emulze u lahtidkovych salamu, jatrovych pastik a tepelné
opracovanych i neopracovanych vyrobkti. Tyto MAG a DAG jsou ndhradou mouky nebo
kaseinu. K zabrdnéni vysychdni saldmi, zabranovdni oddéleni tukii v rozmélnénych
masnych vyrobcich a jejich provzdusnéni se pouZivaji mono- a diacylglycerolové estery

kyseliny octové [45].

MAG jsou vyuzitelné pti nitrozilni vyziveé, kde by z ¢asti mohly nahradit cukry a
tuky. Pro organismus jsou vyborné vstiebatelné. MAG usnadiuji vstiebdvani cholesterolu

sttevni sténou a ptiznive ovliviuji hladinu cholesterolu v krvi [46, 47].

MAG se v kosmetickém primyslu vyuzivaji ptredevSim pro jejich stabilitu,
chemickou nete¢nost v pfitomnosti bioaktivnich latek, snasenlivost pokoZkou a sliznicf,
penetracni Ucinnost, indiferentni viini a barvu [48]. MAG kyseliny laurové se pouZivaji u
deodorantl a antiperspirantli k potlaceni poceni, MAG kyseliny stearové je vyuZivan pfi
vlasové tupraveé. Nejvetsi vyuziti MAG v kosmetickém primyslu je pfi vyrobé masti a
pletovych vod, kde se vyuzivd schopnosti stabilizace vodné emulze. MAG kyseliny
laurové se vyuzivaji také pro mikrobicidni uc¢inky v pastach a ustnich vodéch [49, 50, 51,

52].
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1.6 Antimikrobialni G¢inky monoacylglyceroli

Vv

Inhibi¢ni ucinky MAG a vySSich MK zdavisi na vlastnostech bakteridlni bunécné
stény. Gram pozitivni bakterie (G*) jsou vice senzitivni na MAG, neZ gram negativni (G")
bakterie, které maji cytoplazmatickou membranu bohatsi na lipopolysacharidy, a tak chrani
G’ bakterie proti u¢inkim povrchové aktivnich litek (PAL) [53, 54]. Antibakteridlni
ucinky také zdavisi na pocCtu atomu uhliku a na pfitomnosti dvojnych vazeb v fetézci

mastnych kyselin a monoacylglycerolt [55].

Nejvyssi aktivitu proti G* kokiim vykazuje MAG kyseliny kaprinové, bakterie jsou
usmrceny diky naruseni cytoplazmatické membrany a Stépenim lipidl. Tento mikrobicidn{
G¢inek je pouzitelny pro prevenci a 1é¢bu infekci zpiisobenych G* mikroorganismy [53,
56]. Monoacylglycerol kyseliny kaprylové (MAG Cs.), vykazuje schopnost inhibovat
Staphylococcus aureus, Escherichia coli v koncentracich nad 10 %. Antimikrobidlni
ucinnost se zvySuje kombinacemi monoacylglycerolli, kdy jsou pouZiviany mensi
koncentrace 5 % (w/v) etanolického roztoku. Piikladem muze byt vysokda ucinnost
kombinaci MAG Cs.pa monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG C2.) [57].

V posledni dobé se MAG vyuzivaji v medicing, kdy vykazuji mikrobicidni aktivitu a
cytotoxicky ucinek na nadorové bunky [58]. MAG mohou byt vyuZity jako intravagindlni
mikrobicidy pii ochrané proti sexudlné prenosnym nemocem, jelikoZ napadaji a nici
infek¢ni Cinitele diive, neZ jsou zasaZeny buiiky pohlavnich orgdnt. Experimentdlné byly
pouzity hydrogely obsahujici MAG kyseliny kaprinové pfi Gc¢inku proti bakteriim a viram.
Monoacylglyceroly C8 az C12 maji siln¢js$i antivirovy ucinek neZ monoacylglyceroly
sdelsimi ftetézci. (Herpes simplex HSV-1, Respiratorni syncytidlni virus RSV,

Haemophilus influenzae a Streptococcus) [56, 59].

MAG se mohou vyuzivat ve form¢ gelll, umoznujicich transport farmaceutickych
litek do organismu. Nahrazuji polymerni matrice, protoZe nejsou kontaminovany

zbytkovymi monomernimi latkami [60, 61].

MAG kyseliny laurové je nejvice studovanym monoacylglycerolem, jehoZ ucinky
maji vysoky stupen schopnosti potlacit vyskyt mykotickych infekci [62]. Testovani MAG
s antifungicidnim dc¢inkem bylo provedeno na zastupcich kvasinek Candida albicans,
Sacharomyces cerevisiae a vlaknitych plisni rodu Aspergillus a Penicillium. Stanovené
minimdlni inhibi¢ni koncentrace pro Candida albicans 200 mg/l a pro Trichophyton

mentagrophytes 25mg/1 [63].
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2 BIOGENNI AMINY

2.1 Charakteristika biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji dekarboxyldzovou aktivitou mikroorganismti, nebo
plUsobenim transamindz z aminokyselin. Dekarboxylace aminokyselin probihd bud’ za
Ucasti pyridoxalfosfatu jako koenzymu, nebo bez koenzymu. Biogenni aminy jsou
nizkomolekuldrni alifatické, aromatické nebo heterocyklické bazické slouc¢eniny odvozené

od aminokyselin [2, 64].

Aminy jsou zdkladni dusikaté slou€eniny. Jsou pfirodni antinutricni latky schopny
iniciovat rizné farmakologické reakce, a tedy mohou byt pficinou otrav jidlem. Patii mezi
né nikotin pfitomny v tabdku, chinin pouZivany k 1écbé maldrie nebo kokain, ktery je
nervovym stimulantem. Mezi derivaty amini je moZno zafadit i aminokyseliny (L-

fenylalanin), které jsou stavebni jednotkou bilkovin [65].

Aminy jsou karcinogenni latky, vyskytujici se jako nitrosderivéty, nebo prekurzory
pro latky, které mohou vytvofit karcinogenni N-nitrosaminy. Vznikajici pii soleni a uzeni

potravin.

2.2 Chemicka struktura biogennich amint

Biogenni aminy jsou skupinou aminti, které maji vyznamné fyziologické a
farmaceutické ucinky. Vznikaji v bunikich enzymovou dekarboxylaci aminokyselin.
Aminy jsou deriviaty amoniaku, kde je alkylovou nebo arylovou skupinou nahrazen atom
vodiku [64, 66]. Dochazi-li k ndhrad¢ jednoho, dvou nebo vsech tii vodikovych atomi,
rozezndvdme primdrni, sekunddrni a terciarni aminy. Stejné jako v amoniaku je atom
dusiku hybridizovan do sp3. Aromatické aminy snadno podléhaji aromatické elektrofilni
substituci diky castecné konjugaci elektronového paru atomu dusiku a delokalizaci

elektronové hustoty z atomu dusiku na aromatické jadro [67].

Aminy, které maji mén¢ nez sedm atomu uhliku, jsou rozpustné ve vod¢. Divodem
je pritomnost volného elektronového paru, ktery tvofi vodikovou vazbu s molekulami
vody. Bod varu aromatickych aminli je vysoky (u anilinu 184 °C) a tyto aminy jsou
omezené rozpustné ve vode€. Pritomnost volného elektronového paru na atomu dusiku ma
za nasledek bazicitu amind. To znamend, Ze aminy jsou schopny pfijimat proton z vody za

vzniku hydroxylového aniontu. Polarizace vazby N-H vede k tomu, Ze atomy vodiku jsou
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slabé kyselé, a proto primarni a sekundarni aminy jsou amfoterni, stejné¢ jako hydroxy

skupina v alkoholu [5, 68].

2.3 Vyskyt biogennich amint

Vznik biogennich amini v potravinich vyZaduje piitomnost mikroorganismu
produkujicich dekarboxyldzu. Mikroorganismy produkujici dekarboxyldzu se vyskytuji

jako soucast mikroflory potraviny nebo jsou v potravin€ jako kontaminanty pii zpracovani

[64, 69].

Tab. 2 Schéma vzniku a pfemény vybranych biogennich aminti, upraveno podle [70].

Aminokyselina Produkt dekarboxylace
Arginin
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OH
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Aminokyselina Produkt dekarboxylace
Histidin Histamin
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Aminokyselina Produkt dekarboxylace
kyselina glutamova kyselina y-aminomdselnd (GABA)
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Postaveni amint vyplyva z dekarboxylace volné aminokyseliny mikrobidlnimi
enzymy. Kyselina je dekarboxylovdna odstranénim karboxylové skupiny za vzniku

odpovidajictho aminu.

Autolytickd nebo bakteridlni proteolyza hraje vyznamnou roli pii uvolfovani
volnych aminokyselin z tkdniové bilkoviny, kterd nabizi substrat pro dekarboxyla¢ni
reakce. Do reakce vstupuje pyridoxalfosfat, ktery tvoii s aminoskupinou aktivni mista

enzymu [70].

Biogenni aminy jsou pfitomny v mase, kde je jejich obsah spojen s nespravnou
hygienou pfi vyrobé. Vysoké obsahy koncentrace biogennich aminti byly pozorovany u
fermentovanych masnych vyrobkil, v zdvislosti na druhu startovacich kultur mlé¢nych
bakterii a dodrzovani Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP) [71, 72].

NejcCastéjsimi kontaminanty jsou bakterie rodu Pseudomonas a Celedi Enterobacteriaceae

(které jsou spojeny se zna¢nou produkei az 600 ppm biogennich amint) [73].

Pokud dojde k Cinnosti mikroorganismi a tvorbé dekarboxyldzy, je vznik
biogennich aminii nevyhnutelny. Biogenni aminy mohou tvofit mikroorganismy

zodpovédné za duteni syrt (rod Clostridium, Propionibacterium) [74, 75].

Otrava histaminem, zpusobena rodem Proteus [76], Klebsiella pneumoniae [77],

Hafiia alvei [78], se vyskytuje pii konzumaci ryb.

2.4 Utinky biogennich amini

Biogenni aminy (tyramin, histamin, serotonin, tryptamin a B-fenylethylamin) hraji
klic¢ovou roli fyziologickych funkci, avSak také plisobi na organismus toxicky, pokud jsou
pfijaty v pfebytku. Mezi zesilujicimi faktory pfi intoxikaci patii inhibitory oxiddz, jako
jsou drogy a alkohol. Typickymi pfiznaky otrav jsou: nevolnost, respira¢ni problémy,

ndvaly horkosti, buseni srdce, bolesti hlavy a hyper nebo hypotenze [79].
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24.1

'''''

Metabolismus vzniku amini s i¢inky na organismus

Tab. 3 Vybrané biogenni aminy vyskytujici se v organismu [70].

Aminokyselina Produkt dekarboxylace  Vyskyt a vyznam

Arginin Agmatin, ornitin bakterie sttevni mikroflory
Cystein Cysteamin koenzym A

Fenylalanin B-fenylethylenamin alkaloidni hormon

Histidin Histamin krevni tlak, sekrece zalude¢nich

kyselina asparagova

kyselina glutamova

Lysin
Methionin
Ornitin
Serin
Threonin
Tryptofan
Tyrosin

3,4-dihydroxyfenylalanin

a-alanin B-alanin
kyselina a-aminomdselna
kyselina y-aminomaselna
Kadaverin

Spermidin » spermin
Putrescin

Ethanolamin
Propanolamin

Triptamin

Tyramin

Dopamin

stav
koenzym A, pantotenova kyselina

mozek, blokuje ganglia

ribozomy, bakterie
spermie, ribozomy
ribozomy, bakterie
cholin, fosfolipidy
vitamin B,
hormon

kontrakce délohy

tkanovy hormon

2.5 Detekce volnych aminokyselin a biogennich amini

Mezi detekéni metody biogennich aminti patfi tenkovrstva chromatografie, plynova

chromatografie, kapildrni elektroforéza PCR, kapalinovd chromatografie, vysokoucinnd

chromatografie s obrdcenymi fazemi RP-HPLC s UV nebo fluorescencni detekci a

iontové-vymeénnd kapalinovd chromatografie [80]. V experimentélni ¢4sti byla pouzita pro

stanoveni biogennich aminl iontové-vyménna kapalinovad chromatografie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

2.5.1 Iontové-vyménna (ionexova) kapalinova chromatografie.

Ionexovd chromatografie separuje molekuly podle ndboje. Je zaloZena na
coulombickém pfitahovdni opacnych ndbojl. Staciondrni fize je tvofena iontoméni¢em
s nabitymi skupinami. Pokud jsou v protékajici mobilni fazi pfitomné ionty opacného
ndboje nebo molekuly siln€ dip6lové, jsou elektrostatickymi silami pfitazeny a uchyceny

na povrchu staciondrni faze. Pfi ionexové chromatografii jsou pouzity dva pufry [81].

Prvni pufr nanese vzorek na kolonu, vzorek je navdzdn na nabité skupiny nosice.
Druhy pufr je pouzit pro vytésnéni nebo zménu naboje delenych iontd. Interakce iontu ¢i

dipdlu s ionexem stoupd s jeho polaritou a klesd s jeho velikosti.

Materidly pouzivané jako staciondrni fize se nazyvaji ionexy, které jsou dé¢leny
podle ndboje na katexy a anexy. NejcastéjSimi skupinami chemicky vdzanymi na povrchu
anexu jsou (sefazeno podle vzristajici sily): primarni aminy -NH,, sekundarni aminy -HR,
tercidrni aminy -NR, a kvartérni amoniové bdze -N'R;. Na povrchu katexi se potom
obvykle setkdvame se skupinami kyselymi (opét podle vzristajici sily): fenolicka skupina
-OH, karboxylovéd skupina -COOH, fosfatovd skupina -PO(OH) , a sulfiatova skupina
-SO3H. Mobilni fazi je vodny roztok [81]. Princip analyzatoru zndzornén v blokovém

schématu (Obr. 12).
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Fufry Minhydrin Dusik
Pufrave ventilky EEEE%D
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Obr. 12 Blokové schéma stanoveni volnych aminokyselin

a biogennich amini [82].
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3 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou grampozitivni nesporulujici mikroaerofilni tyCinky a
koky. Jsou schopny fermentovat sacharidy na kyselinu mlé¢nou jako hlavni vysledny
produkt. Do této skupiny patii rody Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolactobacillus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [83].

3.1 Rod Lactococcus

Lactococcus lactis je spojovan s vyrobou potravin a uchovdvanim potravin od
starovéku. V sou€asné dobé ma vyuZiti startovacich kultur druhu Lactococcus lactis velky
hospodéisky vyznam pii vyrobé syr, jako smetanové a syraifské kultury. Autolyticka
¢innost bakterii mlééného kvaseni je dilezitym faktorem pii zrani syra kvuali uvolnéni

intraceluldrnich enzymil do syrt a jejich vliv na chut, vlini a texturu syri [84, 85].

V primyslovém méfitku je dilezité vybrat kmeny, které odoldvaji neptiznivym
podminkdm bé&hem fermentace. Do spektra téchto podminek patii extrémni teploty
(naptiklad pii vyrobé vysokodohiivanych syrti 40 °C, pfi chlazeni 8 °C), pH, osmoticky

tlak, lyofilizace nebo sprejové suSeni startovacich kultur, oxidac¢ni stres [86].

Lactococcus lactis se potravinafském primyslu pouZivd pro svoji odolnost vici

bakteriofagu a bakteriociniim.

Laktokoky jsou vedeny v Celedi Streptococcaceae. Zastupci rodu Lactococcus jsou,
podobné jako zastupci rodu Streptococcus a Enterococcus, kataldza negativni,
grampozitivni, fakultativné anaerobni koky tvofici fetizky. Z potravinafsko-
mikrobiologického hlediska jsou v rodu Lactococcus vyznamné druhy Lacotcoccus lactis
ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris. Lactococcus je nalézan v piirod¢ tam, kde
dochézi ke spontdnnimu kvaseni biologickych materidld. V potravindiském primyslu se
rod Lactococcus vyuziva predev§im v mlékdrenstvi, jako Cistd mezofilni startovaci kultura.
Jsou zndmy i1 Lactococcus lactis ssp. hordniae, Lactococcus rafinolactis, Lactococcus

plantarum, Lactococcus garvieae a Lactococcus piscium [87].

Lactococcus lactis ssp. lactis je obecné odoln€jSi neZz Lactococcus lactis ssp.

cremoris, a to vaci kyselému prostredi a Zlucovym solim, i vii¢i zmrazovani [88].
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3.1.1 Lactococcus lactis ssp. lactis

Lactococcus lactis ssp. lactis patii do domény Bacteria, oddé€leni Firmicutes a
Celedi Streptococaceae. Lactococcus lactis ssp. lactis jsou grampozitivni bunky, s relativné
malym genomem (2,5 Mbp) [89]. Tyto bakterie tvoii ovoidni buiiky o priméru (0,5 — 1,5)
x (0,5 - 1,2) um. Lactococcus lactis ssp. lactis jsou nesporulujici, nepohyblivé, fakultativné
anaerobni, chemoorganotrofni, kokovité nebo ovalné bunky vyskytujici se v parech nebo

v rizné dlouhych fetizcich.

Obr. 13 Lactococcus lactis ssp. lactis [90].

Na polotuhych médiich tvoii drobné kolonie. Patii do sérologické skupiny N.
Optimalni teplota kultivace Lactococcus lactis ssp. lactis je 30 °C, rostou i pii 10 °C a riist

je zastaven pii 45 °C.

Lactococcus lactis ssp. lactis ma tyto diagnostické znaky: kataldza negativni, oxiddza
negativni, fermentativni metabolismus, sacharidy St€pi na L(+)kyselinu mlé¢nou. Tvoii
kyselinu mlécnou, rostou pti 4% NaCl, nerostou pfi 6,5% NaCl. Rast je zastaven pii pH
9,6. Optimélni pH pro rlst se pohybuje mezi 6,3 — 6,9. Lactococcus lactis ssp. lactis roste

v mléku s obsahem 0,3% methylenové modie a v bujonu s piidavkem 40% Zluce [91].

Lactococcus lactis  ssp. lactis fermentuje glukézu, laktézu a maltdzu,
homofermentativnim mléénym kvaSenim na kyselinu mlécnou. Sacharézu fermentuji jen

nékteré kmeny. Skrob a Zelatinu nehydrolyzuje, z argininu tvoi{ amoniak [87, 91].
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N¢ekteré kmeny (Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactis) maji schopnost
fermentovat citran za pfitomnosti laktézy, tvorbou oxidu uhli¢itého, kyseliny octové,

kyseliny mlé¢né, acetoinu (3-hydroxybutanon) a diacetylu (2,3-pentandion).

Nékteré kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis syntetizuji polypetidové antibiotikum
(bakteriocin) nizin. Tato litka ucinn€ inhibuje rst grampozitivnich bakterii. Vyznamné
vyuziti ma pii inhibici kli¢icich spér anaerobnich sporotvornych bakterii rodu Clostridium,

v tavenych syrech. Nisin je antagonistou druhu Lactococcus lactis ssp. cremoris [87, 92].

3.1.2 Lacococcus lactis ssp. cremoris

Tento kmen je vétSinou pozorovan s kmenem Lactococcus lactis ssp. lactis. Tyto
kmeny maji podobné vlastnosti, lisi se od sebe tvarem bunky. Lactococcus lactis ssp.
cremoris je varieta tdhlovitého kmenu. Fermentuje glukézu a laktézu, ziidka maltézu a

sachar6zu. Z argininu netvoii amoniak [87, 92].
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4 RUST MIKROORGANISMU A MOZNOSTI DETEKCE

4.1 Stanoveni ristu mikroorganismii

MnoZeni bakterii sledujeme zpravidla podle poctu bakteridlnich bungk, ktery lze
stanovit pfimo pomoci upravené pocitaci komurky, nebo neptimo turbidimetricky [93, 94].

Rist mikroorganismt byl v experimentdlni ¢sti sledovan turbidimetricky.

4.1.1 Turbidimetrické stanoveni po¢tu bunék

Turbidimetrie je analytickd metoda zaloZena na sledovani rozptylu svétla ¢asticemi
suspendovanymi v kapaliné (sraZeninami, koloidnimi ¢dsticemi). V turbidimetrii se méfi
intenzita zatfeni proslého roztokem, tedy zafeni nerozptyleného. Detektor zafeni je umistén
ve sméru prochdzejicitho zareni. Tato metoda slouzi k ur€ovani koncentrace suspendované

latky ve vzorku. Rozptyl svétla je ovliviitovan mnozstvim, tvarem a velikosti ¢4stic.

Turbidimetrickym stanovenim srovndvdme intenzitu proSlého nebo rozptyleného
zafeni vzorkem s intenzitou zafeni proSlého nebo rozptyleného cistym rozpoustédlem
(Zivnym médiem).

Turbidimetrie je vhodnd pfedevSim pro meéfeni roztokti s velkym obsahem

suspendovanych Castic [95].

4.2 Dynamika ristu mikroorganismi

Mikrobidlni buiika nachazejici se v prostfedi s vhodnymi fyzikdlnimi a chemickymi
vlastnostmi roste. Pfijimd z okoli energii a Ziviny, vegetuje a zvétSuje svlj objem,
hmotnost. Po dosaZzeni urcité velikosti nastdva rozmnoZzovani a novy rist dcefinych bunék.
Pii sledovani antimikrobidlnich uc¢inkli je zjistovdna minimdlni inhibi¢ni koncentrace
(nejnizsi koncentrace), pii které se zabrani rozmnozovani a ristu bunck [93, 94].

Mikroorganismy se rozmnoZzuji za optimdlnich podminek velmi rychle. Primérna
generaCni doba mnohych bakterii (doba za kterou se zdvojnédsobi pocet bunck v kultufe) je
za optimdlnich podminek asi 20 minut. Znidzornime-li graficky rtust poctu Zivych bunék
dostaneme tzv. ristovou kiivku (Obr. 14) Rastova kiivka je grafické znazornéni narastu
poctu zZivych bunék pii jednordzové kultivaci. Cely systém je uzavien pred svym okolim,

nejsou priddvany ani odebirdny jednotlivé slozky [94]. Riistovd kiivka ma nékolik fazi.
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Obr. 14 Grafické zndzornéni ristové kiivky, upraveno podle [94].

Meéfieni optické denzity je vyznaceno ¢arkovang, ristova kfivka je vyznacena plnou ¢arou.

Lag-faze

V této fazi se builky nerozmnoZuji, ale zvétSuji objem a aktivuji sviij enzymovy
systém potfebny pro vyuziti substritu. Délka lag-faze zavisi na druhu mikroorganismu,
sloZeni substrétu, fyziologickém stavu bunék. Po pfevedeni bun€k do nového kultiva¢niho
média o stejném sloZeni k lag-fazi nedochdzi. Pokud md ristové prostiedi nevyhovujici
sloZeni, trva lag-faze velmi dlouho. Bunky v pozdni fdzi lag-fize jsou velmi citlivé k

nepiiznivym podminkdm (teplota, osmoticky tlak, antimikrobidlni latky) [94].

Faze zrychleného riistu

Prechodna faze, ve které se bunky zacinaji mnoZit zvySujici se rychlosti a zkracujici

se generacni dobou. Populace bunék v této fazi prechdzi do faze exponencidlni [94].

Exponencialni faze ristu

Exponencidlni faze je charakterizovdna nejkratSi generacni dobou bunék, ktera je
béhem exponencidlni fize konstantni. Rychlost riistu mikroorganismi v této fazi ma
exponencidlni charakter. Rychlost rastu klesa pfi vyCerpani Zivin. Po zpomaleni rstu nebo
jeho zastaveni nastdva staciondrni faze. Zastaveni této faze zpusobuje nejCastéji vznik

zplodin metabolismu a vyCerpani Zivin obsazenych v nejnizsi koncentraci [94].
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Stacionarni faze ristu

Ve staciondrni fazi rastu dochdzi k pomalému rozmnoZovani, které se kompenzuje
poctem odumirajicich bunék. Maximdlni délka staciondrni fdze zdvisi na citlivosti k
hladovéni mikroorganismti. Béhem této faze sporulujici mikroorganismy tvoii endospory

[94].

Faze odumirani

Tato faze mlze trvat dle druhu mikroorganismu az nékolik mésicli. Bunky se jiz
nerozmnozuji, hynou a jejich koncentrace v Case klesd. Fyziologické vlastnosti bunék

ruznych fazi ristové kiivky jsou znacn¢ odlisné [94].

4.2.1 Turbidimetrické stanoveni po¢tu bunék

Turbidimetrie je analytickd metoda zaloZena na sledovani rozptylu svétla Casticemi
suspendovanymi v kapaliné (sraZeninami, koloidnimi ¢dsticemi). V turbidimetrii se méfi
intenzita zafeni proslého roztokem, tedy zafeni nerozptyleného. Detektor zafeni je umistén
ve sméru prochdzejicitho zateni. Tato metoda slouZi k ur€ovani koncentrace suspendované

7 Mz

latky ve vzorku. Rozptyl svétla je ovliviiovdn mnoZstvim, tvarem a velikosti ¢dstic.

Turbidimetrickym stanovenim srovndvdme intenzitu proS$lého nebo rozptyleného
zéteni vzorkem s intenzitou zafeni proSlého nebo rozptyleného cistym rozpoustédlem
(Zivnym médiem).

Turbidimetrie je vhodnd pfedev§im pro méfeni roztokll s velkym obsahem

suspendovanych ¢4stic [95].
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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5 CILPRACE
Cile préace byly vymezeny nasledovné:

e Stanovit inhibi¢ni uc€inky sedmi 1-monoaclyglycerolt v riznych koncentracich na

rust bakterii Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp cremoris.

e Sledovat vliv vybranych monoaclyglyceroli na dekarboxyldzovou aktivitu bakterii

Lactococcus lactis.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Pouzité mikroorganismy

Pro zpracovéani diplomové prace byly pouzity bakteridlni kmeny rodu Lactococcus.
Tyto mikroorganismy byly ziskdny ze Sbirky mlékatskych mikroorganismil Laktoflora®
(CCDM - Culture Collection of Dairy Microorganisms):

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946

Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004

6.2 Kultiva¢ni média

Kultury rodu Lactococcus se uchovavaly na tuhych zivnych pudach, a v tekutych
médiich. Pro uchovani kultur bylo pouzito Zivné médium M17 (agar) obohaceny 0,5 %
laktézy. Pfi stanoveni inhibi¢ntho u¢inku MAG 1 dekarboxyldzové aktivity

mikroorganismi byla pouzita stejnd média.

Bujon M17
M17 (Oxoid, Basingstoke, UK) 39,21¢g
laktéza (LachNer, Neratovice, CR) 5,00 g
deionizovand voda (Aqua Osmotic) 1000,00 ml
Agar M17
M17 (Oxoid, Basingstoke, UK) 39,21¢g
laktéza (LachNer, Neratovice, CR) 5,00 g
agar (HiMedia, Bombai, Indie) 15,00¢g
deionizovand voda (Aqua Osmotic) 1000,00 ml

Pouzita Zivna média byla sterilizovdna v autokldvu pii 121 °C 20 minut. Tekuty bujén

M17 se pouzival pro ptipravu inokula a Cerstvé suspenze bunék. Tato suspenze byla
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pouzita pro vlastni experimenty. Pro uchovani kultur byly buiiky kultivovany na plotnach

s M17 agarem.

6.3 Chemikalie

Laktoéza, (LachNer, Neratovice, CR)
Tyrozin, (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Etanol denaturovany (LachNer)

Chlorid sodny (NaCl), (LachNer)

Vsechny pouzité chemikalie byly v istoté p.a.

6.4 Zasobni roztoky
1-monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly byly vyrabény adici prislusné mastné kyseliny (Sigma-Aldrich) na
glycidol (Sigma-Aldrich) katalytickym plisobenim Cr*. Takto vyrobené MAG byly
rozpustény v etanolu (LachNer) a zfiltrovany. Ziskané monoacylglyceroly byly vyrobeny

na pracovisti Fakulty techologické, UTTTK s deklarovoanou Cistotou p.a. [96]
Monoacylglyceroly pro stanoveni antimikrobidlnich Gc¢ink:

MAG kyseliny kaprylové — MAG Cg.,

i
HZC—O—C\/\/\/\
H(:)—OH
H,C——OH

MAG kyseliny kaprinové — MAG Ci.o,
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MAG kyseliny laurové — MAG Cj».,

i
HC— 00
HC——OH
HQC_OH

MAG kyseliny myristové — MAG Cj4.0,

i
HzT_O_C\/\/\/\/\/\/\

HC—OH
H2C_OH

MAG kyseliny palmitové — MAG Cig,

MAG kyseliny undekanové — MAG Ci .,

N
HC——0——C "~~~
HC——OH
Hzc_OH

MAG kyseliny undecenové — MAG Cyy.,

|
H2T_O_C\/\/\/\/\/

HC——OH

HQC_OH
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Fyziologicky roztok
Chlorid sodny (LachNer) 8,50¢g
Deionizovana voda (Aqua Osmotic) 1000,00ml

Po rozpusténi chloridu sodného byl roztok sterilizovan pfi 121 °C, 20 minut.
Roztoky pro AAA400

Pouzité roztoky pro AAA400 jsou uvedeny (Tab. 4). SloZeni jednotlivych pufri a

vlastni chromatograficka analyza prob¢hly dle zavedené metodiky [97].

Tab. 4 Prehled roztoki pro ionexovou chromatografii [82].

Roztok Funkce

Redici pufr Pufr, ve kterém rozpousStime a jimz fedime
vzorky (pH 2,2).

Elu¢ni pufry Puftry, jejichZ sekvence plisobi postupné

dé€leni jednotlivych aminokyselin.

Regeneracni roztok Zésadity roztok NaOH, ktery z kolony
vyjme vSechny zbytky vzorku a kolonu

pfipravi ke stabilizaci.

Ninhydrin Detek¢ni Cinidlo

6.5 Piistroje a zarizeni

Analytické vdhy Sartorius BA 110S

Autoklav Systec 2540EL

Autoklav Varioklav H+P

Automatické mikropipety Biohit a Nichyrio
Automaticky analyzator aminokyselin AAA400
Aqua Osmotic, typ 02

Biologicky termostat, Memert

Flow Box Clean Air
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Fotometr TECAN Sunrise TW/TC
Horkovzdusna susarna, Memmert
Chladnicka, Elektrolux
Odstredivka, Hettich

Plynovy kahan

Vortex Heidolph, Reax

6.6 Pomiicky

Laboratorni sklo (Simax)

Pro vypracovani experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pouZzito laboratorni
sklo Simax, sterilizovano pfi 121 °C po dobu 20 minut nebo horkym vzduchem pii 160 °C

240 minut.
Laboratorni plast

Spi¢ky automatickych pipet, ependorfové mikrozkumavky, plastové zkumavky,
ockovaci klicky pouZivané v experimentdlni Casti diplomové price byly sterilizovany
v autokldvu pfi teplot¢ 121 °C 20 minut nebo pouZity z origindlniho baleni. Chemicka

sterilace probihd pomoci kyseliny perchloroctové.
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7 METODIKA

Experimentalni ¢4st byla rozdélena dle zadani na dvé Césti:

Experiment 1, ve kterém byly sledovdny inhibi¢ni u¢inky 1-monoacylglycerolli na

vybrané kultury mikroorganismui rodu Lactococcus.

Experiment 2, kde byla sledovdna dekarboxyldazova aktivita rodu Lactococcus

v zévislosti na pfidanych MAG.

7.1 Stanoveni dekarboxylazové aktivity rodu Lactococcus

U mlécnych bakterii rodu Lactococcus byla po kultivaci bakterii sledovana produkce
biogennich amint v kultivaénim médiu M17 obohaceném o prekurzor pro tvorbu
biogennich amint (aminokyselinu tyrozin) v koncentraci 0,2 % (w/v). Dekarboxyldzova
aktivita a tvorba biogennich amina byla vyhodnocena pomoci analyzitoru aminokyselin.
Do 5000 pl média, bylo pfiddno 25 pl suspenze bakterii narostenych ptes noc. Kultivace
probihala pfi 30 = 1 °C, 24 hodin. Médium po kultivaci bylo porovndno s €istym
nenaockovanym médiem. Kontrola a Cistota kment laktokokt byla pribézn¢ sledovana na
Petriho miskdch s M17 agarem. Také byl sledovan vliv riznych koncentraci vybranych

MAG (uvedenych v kapitole 6.4).

Kazda suspenze byla analyzovana duplicitné.

7.2 Chromatograficka detekce biogennich amint

Suspenze mikroorganismi rodu Lacococcus s 0,2 % (w/v) tyrozinu byla po kultivaci
odstredéna pii 10000 ot/min a poté zfiltrovana pfes filtr o velikosti 0,45 pum. Takto
pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci AAA400 (Ingos, Praha, CR). Detekce probihala

pii 570 nm. Stanoveni probihalo dle zavedené metodiky [97].

7.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace 1-monoacylglyceroli

Do jednotlivych zkumavek bylo pipetovano kultivaéni médium o objemu 4 ml a
pfiddno takové mnoZstvi monoacylglyceroli aby vyslednd koncentrace odpovidala
hodnotdm (Tab. 5). Nésledné€ bylo ptiddno 25 pl suspenze bunck. Kultivace probihala pti
30 = 1 °C, 48 hodin. Prvni vyhodnoceni probéhlo po 24 hodinédch. Jako pozitivni kontrola

bylo pouzito médium bez 1-monoacylglycerold.
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7.4 Stanoveni inhibi¢nich a¢inki 1-monoaclyglycerola

Z lyofilizovanych kmenli rodu Lactococcus bylo piipraveno inokulum. Takto
ptipravené mikroorganismy byly oCkovany do 4 ml tekuté zivné pudy M17, za ucelem
piipravy suspenze. MnozZstvi naockovaného inokula bylo 50 ul. Kultivace probihala pfi
30+ 1°C po dobu 24 hodin. Takto vyrobené inokulum bylo pouZito pro stanoveni
inhibi¢nich uc¢inkd. Nejprve byly stanoveny minimdlni inhibi¢ni koncentrace ve
zkumavkach. Toto stanoveni umoZnuje navrhnut koncentraci monoacylglyceroli pro

sledovani rastovych kiivek mikroorganismi.

Inhibi¢ni vlivy na Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris
byly sledovany v mikrotitracnich destickach pii teploté 25 °C po dobu 24 hodin. Vliv 1-
monoacylglycerolti byl hodnocen jako zména optické denzity suspenze bakterii. Méteni
optické denzity probihalo v 30-ti minutovych intervalech. Kazdd jamka mikrotitraéni
desticky obsahovala: 250 pl kultivaéniho média M17 obohaceného o MAG v piislusné
koncentraci a 5 pl 24-hodinové suspenze bakterii. Koncentrace vSech ptidanych
monoacylglycerolii byla nasledujici: 25 mg.I”, 50 mg.I"', 100 mg.I"", 200 mg.I", 500 mg.1",
1000 mg.l'l, 1500 mg.l'1 (w/v). Jako kontroly byly pouzity jamky bez daného
monoacylglycerolu a bez suspenze bakterii. U vSech koncentraci MAG, v¢etné€ kontrol, byl
duplicitné sledovan riist v mikrotitranich destickdch (Obr. 15). Vliv 1-monoacylglycerolil
byl sledovdn miniméln€ na dvou desti¢kach.
komncentrace monoacylglycerola kontrola MO1 M 02 M 03 M 04 M 05
50 mg1™!
100 mg 11
200 mg 11
500 mg 11

1000 mg. I
1500 mg.l'l

Obr. 15 Znazornéni ptipravy mikrotitracni desticky.

M 01 — M 05 testované kmeny mikroorganismil
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

V této diplomové prici byl vliv inhibi¢niho ucinku I-monoacylglycerolll, a tvorba
biogennich amin z aminokyseliny tyrozinu sledovdna u 6 kment rodu Lactococcus
(Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48, CCDM 53, CCDM 141 a Lactococcus lactis ssp.
cremoris CCDM 824, CCDM 946, CCDM 1004). Pro studium uc¢inki MAG na rast
bakterii rodu Lactococcus byly zvoleny 1-monoacylglyceroly: monokaprylin (MAG Cs.),
monokaprin (MAG Cjp0), monoalurin (MAG Cjz0), monomyristin (MAG Cj4.),
monopalmitin (MAG Cis0), MAG kyseliny undekanové (MAG C;;¢) a undecenové
(MAG Ci1:1).

Aby byl vyloucen inhibi¢ni u¢inek etanolu, ktery byl pouZit jako rozpoustédlo pro
testované MAG, bylo do kultivatniho média pted zacdtkem kultivace vSech pouZitych
kmentii bakterii pfidano 7 % (v/v) etanolu bez MAG. Z vysledki bylo patrné, Ze tyto

koncentrace etanolu nemaji vliv na rist testovanych mikroorganismd.

8.1 Stanoveni inhibi¢niho vlivu 1-monoacylglyceroli na rod

Lactococcus

8.1.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimdlni inhibi¢ni koncentrace dané latky je koncentrace, kterd zabrani ristu
mikroorganismut [94]. Steriln¢ byly do kultivaéniho média ptidany riizné koncentrace 1-

monoacylglycerolil a byly sledovany jejich inhibi¢ni vlivy na rod Lactococcus. (Tab. 5)

Tab. 5 Minimdlni inhibi¢ni koncentrace MAG na testované kmeny L. lactis po 24 hodinach

kultivace.
Koncentrace 1-monoacylglycerolt
Testované kmeny po 24 hodindch MAG Cyy MAG Cipp MAGCjy MAGCyy MAGCppy MAG Cyyy MAG Ciep BUNKY
1000 mg.l" 100 mgl"  50mgl’  100mgl’ 500 mgl' 100 mgl' 1000 mg.l’

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 + - - - - - + ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 + ++ ++ ++ ++ + + ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 + ++ ++ ++ + - + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 + ++ ++ ++ + ++ + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 + ++ ++ ++ + + + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 + - - - - - + ++

- pozitivni reakce na inhibici mikroorganisma (tj. mikroorganismy nerostou), + zdkal
(negativni inhibi¢ni G¢inek monoacylglycerolll), ++ zdkal a sedlina (negativni inhibi¢ni

ucinek monoacylglyceroli).
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Tab. 6 Vysledek stanoveni minimélni inhibi¢ni koncentrace po 48 hodinach.

Koncentrace 1-monoacylglycerolt

Testované kmeny po 48 hodindch MAG Cgy MAG Cypp MAGC;;y MAGCy;; MAGCpyy MAGCiyy MAG Cgp BUNKY
1000 mg.l" 100 mgt"' 50 mgl' 100 mgl' 500 mg.l' 100 mgl' 1000 mg.l"
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 + + - + - - ++ ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 + ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 + ++ ++ ++ + + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 + ++ ++ ++ + ++ ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 + ++ ++ ++ + + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 + + - + - ++ ++

- pozitivni reakce na inhibici mikroorganismi (tj. mikroorganismy nerostou), + zdkal
(negativni inhibi¢ni u¢inek monoacylglycerolll), ++ zdkal a sedlina (negativni inhibi¢n{

ucinek monoacylglyceroll).

Inhibi¢ni uc¢inky a ndslednd zména ristové aktivity v médiu M17 s pridavkem
riznych koncentraci 1-monoacylglycerolt (MAG Cs.o, MAG Cip0, MAG Ci10, MAG
Cii.1i, MAG Cip9, MAGCis90 a MAG Ciep) byla pozorovdna piedev§Sim u kmene
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004.
U kmene CCDM 48 i u CCDM 1004 byly inhibi¢ni G¢inky pozorovany po 24 hodinich u
média M17 s ptidavkem MAG C,o v koncentraci 100 mg.l'l, MAG Cy; v koncentraci
50 mg.l’l, MAG Cy;.1 v koncentaci 100 mg.l'l, MAG Cy5.9 v koncentraci 500 mg.l'1 au
média M17 s pfidavkem MAG Cj4,9 v koncentraci 100 mg.l'l. U kmene CCDM 141 byl
inhibi¢ni uinek zaznamendn u média M17 obsahujictho MAG Cis0 v koncentraci

100 mg.I"". U zbylych 3 kment inhibi¢ni G&inky danych koncenraci nebyly zaznamendny.

8.1.2 Sledovani vlivu pfidavku aminokyseliny tyrozinu a inhibi¢nich ucinki

monoacylglyceroli.

Utinky zvolenych 1-monoacylglyerolt na rist bakterii rodu Lactococcus (4 kmeny
CCDM 53, CCDM 141, CCDM 824, CCDM 946) byly sledovany v rozmezi koncentraci
MAG 12,5 — 1500 mg.l‘l. Koncentrace u jednotlivych kmenii byly stanoveny dle
pfedpokladaného ucinku podle Tabulky 5. Ke kaZzdému bujonu s pfisluSnou koncentraci
MAG bylo pfiddno 0,2 % tyrozinu (w/v). Toto stanoveni bylo provedeno na plotnich
s M17 (agar). Stanoveni bylo provadéno vzdy duplicitné. Po 24 hodinach kultivace byly
spocitiny kolonie vyrostlé na miskdch. Z odectenych hodnot byly vypocteny priméry a

stanoveny CFU (kolonie tvoftici jednotku).
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Celkové pocty mikroorganismiit na Iml média (CFU/ml) byly vypocteny

z nasledujiciho vztahu:

N=L:>[CFU/mZ]
(n, +0,1n,)-d

c pocet narostlych kolonii (soucet)
n; ny pocet misek piisluSného fedéni
d prvni fedéni zvolené k pocitani

Tab. 7 Inhibi¢ni ucinky monoacylglycerolii v riznych koncentracich a vliv ptidavku 0,2 %

tyrozinu (w/v) na rast Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53.

. . Koncentrace Monoacylglycerol
Mikroorganismus 1
(mgl”) MAGGCy, MAGC, MAGC,,, MAGC;, MAGC,,, MAGCg
0 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10°
12,5 2,02.10° 2,00.10°
25 1,60.10° 8,00.10°
50 9,20.107 1,47.10°
100 2,00.10" 2,71.10°
500  6,60.10 0 3,68.10°
1000 0 0
CCDM 53
0+T 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10° 3,60.10°
125+T 1,86.10°
25+ T 2,40.10° 1,60.10°
50+T 3,20.10° 1,61.10°
100 + T 1,50.10° 2,70.10°
500+ T 6,00.10 3,00.10° 3,10.10°
1000+ T  4,00.10 2,16.10°

Vysledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mgl', T - piidavek

tyrozinu ke kultivaénimu médiu, O — rtst bakterii nebyl zaznamenan.
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Tab. 8 Inhibi¢ni u¢inky monoacylglycerolii v riiznych koncentracich a vliv ptidavku 0,2 %

tyrozinu (w/v) na rast Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141.

. . Koncentrace Monoacylglycerol
Mikroorganismus 1
(mgl”) MAGCy, MAGC,, MAGC,, MAGC,, MAGC., MAGC;,
0 341.10° 3,41.10° 3,41.10° 3,41.10° 3,41.10° 3,41.10°
12,5 8,30.10° 5,20.10°
25 8,00.10° 1,62.10°
50 7,80.10° 3,68.10° 3,28.10°
100 0 3,45.10*
500 0 3,40.10°
1000 o) 6,00.10°
CCDM 141 0+T 3720.10° 3,20.10° 3,20.10° 3,20.10° 3,20.10° 3,20.10°
125+T 7,40.10° 2,40.10°
25+ T 1,38.10° 8,30.10°
50+T 1,12.10° 9,60.10° 7,68.10*
100 +T o 1,84.10*
500+T  4,40.10° 3,80.10°
1000 + T 0 2,70.10°

Vysledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l'l, T - pridavek

tyrozinu ke kultivaénimu médiu. O — riist bakterii nebyl zaznamenan.

Tab. 9 Inhibi¢ni tcinky monoacylglycerolii v riznych koncentracich a vliv ptidavku 0,2 %

tyrozinu (w/v) na rast Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824.

. . Koncentrace Monoacylglycerol
Mikroorganismus 1
(mgl”) MAGCgy MAGC,y MAGC,, MAGC;,, MAGC., MAGCp
0 1,62.10° 1,62.10° 1,62.10° 1,62.10° 1,62.10° 1,62.10°
12,5 1,16.10° 2,08.10°
25 2,10.10° 7,20.10°%
50 5,60.10° 7.31.10 2,70.10°
100 e} 2,00.10°
500  6,00.10° 0 1,44.10°
1000 3,00.10
CCDM 824 :
0+T 8,80.10° 8,80.10° 8,80.10° 8,80.10° 8,80.10° 8,80.10°
12,5+T 1,44.10°
25+T 3,70.10° 1,04.10°
50+ T 1,52,10° 5,44.10 1,01.10°
100+ T 3,00.10" 8,40.10°
500+ T 2,00.10° 10) 1,47.10°
1000 + T 0 4,00.10°

Vysledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mgl”, T - piidavek

tyrozinu ke kultivacnimu médiu, O — rast bakterii nebyl zaznamenan.
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Tab. 10 Inhibi¢ni G¢inky monoacylglycerolt v riznych koncentracich a vliv ptidavku 0,2

% tyrozinu (w/v) na rist Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946.

. . Koncentrace Monoacylglycerol
Mikroorganismus B
(mgl”) MAGCy, MAGC,,, MAGC,, MAGC,, MAGC,, MAGCq,
0 272.10° 2,72.10° 2,72.10° 2,72.10° 2,72.10° 2,72.10°
12,5 4,88.10° 436.10°
25 4,16.10° 3,26.10°
50 2,00.10° 3,52.10° 5,28.10°
100 7,20.10° 2,40.10°
500 o} o} 1,72.10°
1000 0 2,08.10°
DM 94 :
CC 946 0+T 3,08.10° 3,08.10° 3,08.10° 3,08.10° 3,08.10° 3,08.10°
125+T 8,40.10° 1,57.10"
25+ T 432.10° 9,20.10°
50+T 2,40.10° 2,53.10° 6,88.10°
100 + T 1,99.10’ 4,16.10°
500+T 2,60.10° 0
1000+ T 4,00.10° 2,11.10°

Vysledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l', T - piidavek

tyrozinu ke kultivaénimu médiu. O — rtst bakterii nebyl zaznamenan.

Znatelny inhibi¢ni G¢inek 1-monoacylglycerolll na rust Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 53 byl pozorovan u média M17 s ptidavkem MAG Cs.o, MAG Cjo.0, MAG Cig0 a
MAG Ci¢.0 v koncentracich 100 - 1000 mg.l'l. Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141
vyrazn¢ inhibovaly monoacylglyceroly MAG Cs.o, MAG Cio.0, MAG Ciy0 od 50 mg.l'l,
MAG Ci49 od 50 mg.l'] a MAG Ci6 od 1000 mg.l'l. Lactococcus lactis ssp. cremoris
CCDM 824 vyrazné inhibovaly monoacylglyceroly MAG Cjo.0 a MAG Cj4.9 od 100 mg.l'l.
Rist  Lactococcus lactis  ssp. cremoris CCDM 946 vyrazné¢ zpomalovaly
monoacylglyceroly MAG Cs.g, MAG Cjp0 a MAG Cieo od 1000 mg.l'l. Lze tici ze
piidavek aminokyseliny tyrozinu v koncentraci 0,2 % (w/v) nemél vliv na inhibi¢ni G¢inky

monoacylglycerolt (viz. Tab. 7 — 10).

8.2 Stanoveni inhibi¢nich acinka 1-monoacylglyceroli

V této experimentdlni Casti byl sledovan vliv pfidatnych latek (1-monoacylglyceroll)
na rust potravindisky vyznamnych bakterii rodu Lactococcus. Monoacylglyceroly jsou
vyuzivany jako emulgatory, stabilizdtory a sekvestanty. Pfiddvaji se do fermentovanych
vyrobkil pro zlepSovani jejich vlastnosti a také ztechnologickych divodu.

Monoacylglyceroly jsou casto soucasti potravin. Cilem tohoto experimentu bylo srovnat
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inhibi¢ni ucinky sedmi monoacylglyceroli na technologicky vyznamné kmeny rodu

Lactococcus.

Utinek daného 1-monoacylglycerolu v uréité koncentraci byl hodnocen pomoci
rustovych kiivek, a to od doby lag-faze az po fazi staciondrni, resp. fazi odumirdni. Rust
bakterii byl vyhodnocen jako optickd denzita buné€k pfi 600 nm (ODggo). Optickd denzita
byla méfena po dobu 24 hodin. Koncentrace jednotlivych 1-monoacylglycerolii byly

stanoveny dle pfedbéznych vysledkl ziskanych plotnovou metodou (Tab. 7 — 10).

V grafech (Obr. 16 aZz 22), jsou zndzornény rustové kiivky laktokoki rostoucich
v pfitomnosti rdznych koncentraci testovanych kmenii laktokokd. Pro ndzornost jsou
v grafech zahrnuty pouze kiivky u takovych koncentraci 1-monoacylglycerolii, které na
rust laktokokii nepisobily zcela inhibi¢né (tj. byl zaznamendn alespon znatelny ndrist).
Kontrolou byl rist testovanych bakterii v kultivatnim médiu bez piridaného
monoacylglycerolu (zluté kiivky). Intenzita rtstu byla méfena proti negativni kontrole,
kterd obsahovala pouze kultivacni médium s piislusSnou koncentraci testovaného MAG bez

zaoCkovanych mikroorganismi (viz Obr. 15 v kapitole 7.4).

U MAG Cis0 a MAG Cie0 bylo méfeni optické denzity ¢dste€né komplikovédno
tvorbou zdkalu pfi piipravé kultivatniho média s MAG. Vyhodnoceni inhibi¢nich dG¢inkt
téchto monoacylglycerolt tak uréitym zplisobem ovliviiovala intenzita a doba protfepani
pfed kazdym méfenim a rovnéZz chyba pfistroje, a to 1 v pifipad€, Ze soucdsti vSech

mikrotitracnich desti¢ek byla negativni kontrola.
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Obr. 16 Inhibi¢ni dcinky MAG Cs. na rust Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus
lactis ssp. cremoris.
MAG Cg nemél pfili§ vyrazné inhibi¢ni ucinky. Nejvice pusobil na rast
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004.

,

Uplny inhibiéni déinek byl u téchto kmentl jiz u koncentrace MAG Cgo 500 mg.l'l,
castecny inhibi¢ni ucinek tyto mikroorganismy vykazovaly u MAG Cs.,o v koncentraci 200
mg.l'l. MAG Csg.g 0 koncentracich od 25 -100 mg.l'1 u Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM
48 mél vliv na prodlouZeni lag-fidze na 3 hodiny oproti necelé hodin¢ v médiu bez MAG a
na zkrdceni exponencidlni fdze rlstu, kterd skoncila po 9 hodindch rastu (Obr. 16).

Z vysledné optické denzity vyplyva, Ze mnoZzstvi vzniklych bunék bylo zhruba polovi¢ni
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oproti kontrole. U sledované kultury Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 pfi
koncentraci tohoto MAG v mnoZzstvi 200 mg.l'1 byla lag-faze prodlouZena az na 16 hodin.
Inhibi¢ni dcinek této koncentrace byl tedy znatelny. U ostatnich testovanych kment rodu
Lactococcus byl vyrazny inhibicni tc¢inek MAG Cg. sledovan od nejvySssich testovanych
koncentraci, tj. od 1500 mg.l". Vyrazn&jsi pokles ristové aktivity byl zaznamensn i u
koncentraci MAG Cs.o 1000 mg.l'l. Doba lag-faze u takto vysokych koncentraci byla mezi
12 — 15 hodinou méteni (Obr. 16). Inhibi¢ni ucinky MAG C8:0 byly sledovany na G+
bakteriich (rodu Bacillus, Enterococcus. Microicoccus, Proteus, Salmonella,

Staphylococus), jak uvadi [93, 98].

MAG C10. CCDM 48 MAG C10; CCDM 53
1,000 1.400
0.900 1
1.200 4
0,800 4
0.700 1,000
: 0.600 0800 |
 0.500 1 g
g 0,400 4 g 0.600 -
0,300 4 0,400
0.200
0.100 0.200
0.000 0,000 ‘ ‘ \ w w
0 3 6 9 12 13 18 3l u 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Cas (hodiny) Cas (hodiny)
Omg/l =25 mg/l =30 mg/l —100mg/l —200 mg/l =500 mg/l = 1000 mg/l =1500mg/l —0 mg/l —23 me/l —30 me/l — 100 me/l —200 mg/l —300 mg/l —1000mg! — 13500 me/l
MAG C10; CCDM 141 MAG CI10; CCDM 824
1.400 1.400
1,200 4 1.200
1009 1 1.000
gO,SOD 1 204800 1
= %
80,500 1 20,600
o] o)
0,400 0.400 A
0.200 1 0,200 1
0,000 ; ; ; ; ; 0,000 T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 [§ 9 12 15 18 21 24
Cas (hodiny) Cas (hodiny)
0 mg/l —25 mg/l =30 mg/l —100 mg!l —200 mg/l =300 mg/l —1000mg/l —1500mg!l  —Omg/l =25 mg/l =50 mg/l —100 mg/l —200 mg/l —300 mg/l —1000 mg/l —1500 mgl
MAG C10. CCDM 946 MAG C10; CCDM 1004
1,200 1,200
1.000 - 1.000 4
0,800 0,800 4
= =
2 0.600 - 20600
2 A
© 0400 - 0400 4
0,200 - 0,200 4
0,000 T T T T T 0,000 T T T T T T
0 3 [§ 9 12 15 18 21 24 0 3 3 9 12 15 18 21 24
Cas (hodiny) Cas (hodiny)

Omg/!l —25 mg/l —30mg/l — 100 mg/l —200 mg/l —300 mg/l —1000 mg/l — 1300 mg/l 0mg/l —25 mg/l —50mg/l — 100 mg/l —200 mg/l —500 mg/l —1000 mg/l —1500 mg/l



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Obr. 17 Inhibi¢ni ucinky MAG Cj. na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus

lactis ssp. cremoris.

MAG Cjg,0 ptisobil inhibi¢né na vSechny 3 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis a 3
kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris (Obr. 17). Céste¢ny antimikrobidlni efekt MAG
Cio.0 byl zaznamenédn u kmene CCDM 824, a to v koncentraci 100 mg.l’l. Upln}’/ inhibi¢ni
G¢inek byl zaznamendn pii pouZiti MAG Cioo v koncentraci 100 mgl' u viech 3
testovanych kmenti Lactococcus lactis ssp. lactis. U kmenli Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 byl zaznamendn vyraznéjsi
inhibi¢ni G¢inek neZ u zbyvajicich testovanych bakterii, a to jiz od 50 mg.I"". Lag fize byla
v pritomnosti tohoto MAG prodlouZena aZz na 15 hodin. Inhibi¢ni u¢inky MAG Cig. jsou
tedy vétsi nez u MAG Cg,. Podobné jako v na$i studii, byly inhibi¢ni ucinky tohoto
monoacylglycerolu sledovdny u mnohych dalsich G* mikroorganizmi (Staphylococcus
aureus aj.), kdy bylo zjiSténo, Ze bez ohledu na pH kultivacniho prostfedi zpomaluji lag-
fazi [102]. MAG C,o0 miZe rovnéz inhibovat i kvasinky a plisné, a to od koncentraci 100
mg.l'l, jak uvadi Ruzicka a kol. [104]. Lactococcus lactis ssp. lactis. CCDM 48 reagoval
jiz na MAG Cjg,0 v mnozstvi 25 mg.l'l, tato inhibi¢ni koncentrace byla nejnizsi ze vSech

sledovanych monoacylglyceroli (Obr. 17).
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Obr. 18 Inhibi¢ni tcinky MAG Cj. na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus

lactis ssp. cremoris.

MAG C,;,9 vykazoval inhibi¢ni ucinky na kmen Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 48 od koncentraci 500 mg.l'1 a na Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946
jako nejméné citlivy mikroorganismus od koncentraci MAG Cj1. 1000 mg.1". U ostatnich
testovanych kment rodu Lactococcus byla casteéné opozdénd lag-faze oproti kontrole,
a tedy inhibi¢ni ucinek u koncentraci MAG Cj .9 200 mg.l'1 uZ je znatelné mensi. za¢ind po
15 -ti hodindch. Lag-faze byla prodlouZena a exponencidlni faze byla tedy zapocata po 15
hodindch. Tyto mikroorganismy byly inhibovany pfi koncentracich MAG C;.o od 500
mg.I"! (Obr. 18).
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Obr. 19 Inhibi¢ni dcinky MAG C;.; na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus

lactis ssp. cremoris.

MAG Cj;.; vykazoval inhibi¢ni u€inky na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48
od koncentraci 200 mg.l'l, na vSechny 3 testované kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris
pak inhibi¢ni ucinek od koncentraci 500 mg.l'l. Uplny inhibiéni t¢inek MAG Cip.; byl
viditelny od koncentraci 1000 mg.l"'. Doba lag-fize bungk laktokokd v piipadé
kultivacniho média s pfidavkem MAG Cj;.; v koncentraci 100 mg.l'1 a niz§imi byla téméet

shodn4 jako u kontroly (bez pouZziti MAG Ci.;, viz. Obr. 19).
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Obr. 20 Inhibi¢ni dcinky MAG C ). na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus

lactis ssp. cremoris.

MAG Cjp0 na vSechny 3 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis a 3 kmeny
Lactococcus lactis ssp. cremoris za&al pusobit slabé inhibi¢né od koncentraci 100 mg.1". U
kmenil Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 a CCDM 141 a Lactococcus lactis ssp.
cremoris CCDM 824 byl pozorovan slabsi inhibi¢ni ucinek tohoto MAG od koncentraci
500 mg.l'l. Uplny inhibiéni téinek byl sledovéan u ostatnich kment od koncentraci MAG
Ci2:0 200 mg.I"'(Obr. 20). Krom& ndmi testovanych laktokoki byly inhibi¢ni G&inky tohoto

monoacylglycerolu sledovdny u mnohych jinych G" mikroorganizmf (napf. na

Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus nebo Bacillus subtilis), [100].
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Obr. 21 Inhibi¢ni ucinky MAG C4. na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus

lactis ssp. cremoris.

MAG Cj4 Castecné inhiboval rist Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a
CCDM 53 pii koncentraci 25 mg.1", kdy byla lag-fize posunuta oproti kontrole o 6 hodin.
Uplny inhibi¢ni t¢inek na kmen CCDM 48 byl pozorovan od koncentrace 50 mg.I"'. Riist
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 byl timto MAG zcela inhibovan pii koncentraci
200 mg.l'l. U koncentrace 100 mg.l'1 byla lag-fize posunuta jiz o 15 hodin. Jako
nejodolngjsi viici MAG C 4. se jevil kmen CCDM 824, ktery byl schopen slabého rlstu i ¢
prostiedi s timto MAG pii koncentraci 1000 mgl”'. D4 se fici, e i presto mé tato

koncentrace na CCDM 141 urcity inhibi¢ni Uc¢inek. Lactococcus lactis ssp. cremoris
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CCDM 946 a CCDM 1004 byly inhibovany pii koncentracich od 50 mg.l'l. Kmen
CCDM 1004 mél pii koncentraci MAG Cj4 25 mg.l'1 posunutou lag-fazi o 16 hodin
(Obr. 21). Vuci pisobeni MAG C4 byl nejvice citlivy Lactococcus lactis ssp. cremoris
CCDM 1004, u kterého jiz koncentrace 50 mg.I"' zptisobila vyrazné prodlouzeni lag fize a

zpomaleni rastu.
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Obr. 22 Inhibi¢ni Gcinky MAG Cj. na rast Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus
lactis ssp. cremoris.

MAG Ci60 vykazoval uplné inhibicni UCinky pouze na Lactococcus lactis ssp.

lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 a CCDM 1004.
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U ostatnich kment byl i u nejvyssich testovanych koncentraci (1500 mg.l'l) pozorovan
sniZeny, ale pfesto pozorovatelny rust, kde lag-faze byla zpozdéna maximaln¢ o 6 hodin.
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 byl uplné inhibovan pii koncentracich MAG Cie.0
500 mg.I", u koncentraci 50 — 200 mg.1" byla lag-fize opoZdéna o 10 hodin oproti kontrole
bez MAG. U Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 byl pozorovan castecny
inhibi¢ni uc¢inek od koncentrace 50 mg.l'l, kdy oblast lag-faze byla posunuta o 6 hodin. U
kmene CCDM 1004 byl pozorovén ¢asteCny inhibi¢ni ucinek od koncentrace 50 mg.l‘l,
kdy lag-faze byla posunuta o 13 hodin. Tento kmen byl na MAG Ci¢. jako inhibi¢ni latku
nejcitlivéjsi (Obr. 22). VSechny inhibi¢ni koncentrace monoacylglycerolii jsou shrnuty

v Tabulce 11.

Tab. 11 Minimdln{ inhibi¢n{ G¢inky vybranych monoacylglyceroll na rod Lactococcus.

Monoacylglyceroly
MAG Cgy MAGC,,, MAGC,, MAGC,,;, MAGC,, MAGC,, MAGCy,
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 >500mgl* >100mgl" >500mgl® >500mgl" >500mgl® >50mgl” >500mgl™
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 >1500 mg.l’ >100 mg.I" >500mgl™ >500mgl" >500mgl® >200mg.l”

Kmeny mikroorganismi

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 - >100 mg™  >500 mg.!? >1000 mg.!? >500mg.l" >200 mg.I™
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 - >200 mg.l'1 > 500 mg.l'1 > 1000 mg.l'1 > 1000 mg.l'1 > 1000 mg.l'1
Lactococcus lactis ssp. cremoris  CCDM 946 - >100 mg.I" >1000 mg.I" >1000 mg.I" >200mg.l? >200mg." >1500 mg.I"

Lactococcus lactis ssp. cremoris  CCDM 1004 > 500 mg.I” > 100 mg.l"  >200 mg." >1000 mg.|" >200 mg.l" >50mg.l" >500 mg.I™

8.3 Stanoveni produkce biogennich amini.

Zjistovani tvorby biogenniho aminu tyraminu bylo sledovano na 6 bakteriich rodu
Lactococcus (Seznam kmenl uveden v kapitole 5.1), které byly jiz diive oznaleny za
producenty tyraminu [97]. Cilem tohoto experimentu bylo stanovit, zda monoacylglyceroly
maji pfimy vliv na tvorbu, respektive jeji potlaceni, biogennich amint. Tvorba biogennich
aminud byla sledovdna pomoci iontové-vyménné chromatografie. Po kultivaci bakterii byla
zjisStovéna tvorba tyraminu v médiu obohaceném o aminokyselinu tyrozin. Do kultivacnich
médii byla krom¢ prekurzoru (tyrozinu) pifiddna rGznd koncentrace vybranych
monoacylglycerolti (Metoda popsédna v kapitole 6.1 a 6.2). Takto byl sledovan vliv tvorby
tyraminu v zavislosti na typu a mnozstvi ptidaného MAG. Produkce tyraminu byla zjiSténa
u vSech testovanych kment rodu Lactococcus. Vysledky produkce tyraminu jsou uvedeny

v grafech (Obr. 23 a Obr. 24).
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Obr. 23 Dekarboxyldzova aktivita testovanych kmenti Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 53 a CCDM 141 v zavislosti na koncentracich monoacylglycerol.

T pted ¢islem kmene znaci ptidavek aminokyseliny tyrozinu, za ¢islem kmene je uveden

pocet uhlikl testovaného MAG a jeho koncentrace v mg.l'l.
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Obr. 24 Dekarboxyldzova aktivita testovanych kmentl Lactococcus lactis ssp. cremoris

CCDM 824 a CCDM 946 v zavislosti na koncentracich monoacylglycerolii.

T pied ¢islem kmene znaci piidavek aminokyseliny tyrozinu, za ¢islem kmene je uveden

pocet uhlikd testovaného MAG a jeho koncentrace v mg.1™.
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Produkci biogennich amini u tyrozindekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu
Lactococcus ovliviiuje celd fada vlivi. Pro sledovani vlivu MAG (v koncentracich 25 —
1500 mg.l'l) byly vybrany 2 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM 53 a
CCDM 141) a 2 kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris (CCDM 824 a CCDM 946).
Sledovani ptitomnosti biogennich aminti v dekarboxylaénim médiu s tyrozinem, bylo
provedeno iontové-vyménnou chromatografii. V dekarboxylacnim médiu s tyrozinem byla
zjisténa produkce tyraminu u vSech 4 sledovanych kment. U Lactococcus lactis ssp. lactis
(CCDM 53, CCDM 141) byl tyramin detekovéan v rozmezi 3,40 — 1426,66 g.l'l. Nejvetsi
tvorbu tyraminu bez pfidavku monoacylglycerolu vykazoval kmen Lactococcus lacts ssp.
cremoris CCDM 946. U Lactococcus lactis ssp. cremoris (CCDM 824, CCDM 946) byl
tyramin detekovan v rozmezi 6,80 — 1444,00 g.1"'. Sou&dsti zivného média M17 byl i
hydrolyzat bilkovin, ktery je bakteriemi déle rozkladdn na aminokyseliny, a proto byla
tvorba biogenniho aminu tyraminu zaznamendna i v médiu bez pfidavku aminokyseliny
tyrozinu. Tvorba biogenniho aminu v dekarboxyla¢nim médiu obohaceném o tyrozin byla
ve vétsSing piipadli imérnd tvorbé biogenniho aminu v dekarboxylaénim médiu, které
nebylo obohaceno o aminokyselinu tyrozin. Tvorba tyraminu z pfidanych 0,2 % (w/v)
tyrozinu byla vétSinou 10 krat vétsi nez tvorba tyraminu pouze v dekarboxylacnim médiu

M17 bez aminokyseliny.

U Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 byla nejmensi produkce tyraminu u
MAG Cj1, v koncentraci 125 mg.I"". V tomto ptipadé byla tvorba tyraminu 4 krit mensi
nez produkce bez pouZittho MAG. Inhibi¢ni ucinek tohoto MAG nebyl vyrazny
(viz Obr. 19). U ostatnich koncentraci MAG C;;.o byla produkce tyraminu stejnd, Ize tedy
fici, Ze zvoleny MAG nesniZoval dekarboxyldzovou aktivitu testovaného kmene. Velmi

nizké hodnoty produkce tyraminu byly zjistény u MAG C,4.0.

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 mél nejmen$i produkci tyraminu u
koncentraci MAG Cig.9 250 mg.l'l. Toto mnoZstvi tyraminu bylo ovlivnéno inhibi¢nimi
CCDM 141. Také MAG Cs, ovlivioval tvorbu tyraminu. AvSak jeho inhibi¢ni G¢inky na
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 nebyly pfiili§ vyrazné., nicméné i tak se produkce
tyraminu sniZovala s rostouci koncentraci MAG. U MAG Cg.y v koncentraci 500 mg.l'1
byla produkce tyraminu dvojndsobnd nez u média M17 s tyrozinem bez MAG. Né&které
monoacylglyceroly mohou tedy produkci biogennich amini zvySovat. TakZe podobn¢ jako

u predchoziho kmene v pfitomnosti MAG nedoslo k vyrazn&jSimu omezeni aktivity
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tyrozindekarboxyldzy, MAG m¢l pouze vliv na rychlost riastu. U MAG Cj, s rostouci
koncentraci monoacylglycerolu také rostla koncentrace tyraminu. Tento MAG inhibi¢ni
ucinky pfi sledovdni vlivu pouZzitych koncentraci nevykazoval. Pti ptidavku MAG Cj.o do
krat mensi neZ u MAG C,.9 v koncentraci 25 mg.l'1 a 101 krat mensi nez u MAG Cjy
v koncentraci 125 mg.l'l. Inhibi¢ni u¢inky u takto nizkych koncentraci monoacylglyceroli
nebyly zjiStény. MAG Cis0 a MAG Cie ovliviiovaly tvorbu tyraminu v zavislosti na

inhibi¢nich Gc¢incich na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141.

U kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 byla produkce tyraminu
stejnd v médiu obohaceném o 0,2 % (w/v) tyrozinu i v médiu bez tyrozinu. Tvorba
tyraminu klesala po ptfidavku MAG Cs.p i MAG Ci4, 1 kdyZ tyto monoacylglyceroly
nevykazovaly piili§ vysoké inhibi¢ni u€inky. MAG Cjo¢ vykazoval inhibi¢ni dcinky a
produkce tyraminu v zdvislosti na inhibici bunék klesala. MAG Ciop a MAG Cieyo
neovliviiovaly tvorbu biogennich amint bunkami Lactococcus lactis ssp. cremoris

CCDM 824.

Produkci biogenniho aminu (tyraminu) u kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris
CCDM 946 neovliviiovalo mnozstvi pfidané aminokyseliny tyrozinu (0,2 % (w/v).
Inhibi¢ni G¢inky pouzitych monoacylglycerolii nemély vliv na produkci biogennich amin.
MAG Cs, snizoval mnozstvi tyraminu cca 10 krat. Inhibi¢ni ucinky MAG Cioo na
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 byly vyrazné, u pouZitych koncentraci
monoacylglycerolu se mnozstvi vzniklého tyraminu snizovalo v zdvislosti na inhibi¢nich
Lactococcus CCDM 946 pii sledovanych koncentracich 50 — 125 mg.l’l, rovnéZz tvorba
tyraminu nebyla pfidanym monoacylglycerolem ovlivnéna. V pfitomnosti MAG Ci40 a
MAG Ci¢eo dekarboxyldzova aktivita klesala umérné s rostouci koncentraci ptidanych
monoacylglyceroli. Nevétsi mnozstvi biogennich aminii bez vlivu monoacylglycerolt, ze

vSech kment produkuje Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 946.

Celkové lze fici, Ze se nepodafilo prokdzat mozné tucinky testovanych MAG na
aktivitu tyrozindekarboxyldzy. Pokud dosSlo ke sniZeni produkce tyraminu, tak to bylo ve

vétsing piipadl zplisobeno inhibici rastu bunék.
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ZAVER

Tato diplomova priace byla zaméfena na studium inhibi¢nich vlivl
monoacylglycerolti a moznosti monoacylglyceroli ovliviiovat vznik biogennich aminti u
bakterii mlééného kvaSeni, konkrétn¢ u technologicky vyznamnych kment Lactococcus

lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris. Biogenni aminy maji, ve vysokych

koncentracich na lidsky organizmus toxické ucinky.

Vliv monoacylglycerolii na inhibici rustu byl pozorovdn u vSech 6 testovanych
kmeni laktokokti. Nejvétsi antimikrobidlni G¢inky vykazoval MAG Cj., a to na vSechny
testované kmeny rodu Lactococcus (v koncentracich nad 100 mg.l’l). Nejméné ucinny
monoacylglycerol vi¢i ristu testovanych bakterii rodu Lactococcus byl MAG Ciey.
Nejvice citlivd bakterie vici testovanym monoacylglycerolim byl Lactococcus lactis ssp.

lactis CCDM 1004.

Na zdklad¢ ziskanych vysledkil 1ze vSech 6 kmenl rodu Lactococcus zatadit mezi
dekarboxyldza aktivni mikroorganizmy, které tvoii biogenni amin tyramin,. a to i
v ptipadé, pokud byly do kultivacniho média pfiddny monoacylglyceroly, které zpomaluji
rust. Tento zavér byl ovéfen pomoci iontové vymeénné chromatografie. Neveétsi mnozstvi
biogennich aminii produkoval Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 946. Produkce
tyraminu z tyrozinu byla zjiSténa u vSech sledovanych kmenli (CCDM 53, CCDM 141,
CCDM 824 a CCDM 946).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MAG
DAG
TAG
MK
(v/o)
(o/v)
(wlv)
HLB

G+

PAL
HACCP

CFU

monoacylglycerol, monoglycerid
diacylglycerol

triacylglycerol

mastnd kyselina

voda v oleji

olej ve vodé

hmotnostni zlomek

hydrofilné lipofilni rovnovdha
grampozitivni mikroorganismy
gramnegativni mikroorganismy
povrchové aktivni latky

Hazard Analysis Critical Control Points

,colony forming unit*, kolonii tvofici jednotka
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