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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na vlaknité mikromycety a jejich rust na piadach s ptidavkem
vybranych monoalycyglycerolti. Teoreticka ¢ast se zabyva taxonomii mikromycet, jejich
rozmnozovanim a zakladni charakteristikou vybranych druht. Dale je pozornost vénovana i
monoacylglyceroltim, jejich vyrobé a antimikrobidlnim ucinkim. V praktické ¢asti byl sledovan
vliv  monoacylglyceroli na rist kolonii mikromycet. Bylo zjiSténo, ze nckteré
monoacylglyceroly potlacuji rist vlaknitych hub a jejich inhibi¢ni G¢inek se zvySuje se

vzrustajici koncentraci téchto latek.

Kli¢ova slova: mikromycety, monoaclyglyceroly (MAG), MAG Kkyseliny palmitové, MAG
kyseliny laurové, MAG kyseliny undekanové, MAG kyseliny kaprinové, MAG kyseliny
kaprylové

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on filamentous micromycetes a their growth on media
supplemeted with selected monoacylglycerols. The theoretical part summarizes taxonomy of
filamentous fungi, their growth and multiplication, and characterization of selected fungal
species. Great attention was also paid on monoacylglycerols, their production, properties and
antimicrobial activity. In the experimental part, the effect of monoacylglycerols on the growth of
filamentous fungi was examined. Some monoacylglycerols were proven to be active in inhibiting
the growth of micromycetes and their inhibitory action was increasing with an increasing

concentration of these compounds.

Keywords: micromycetes, monoacylglycerols (MAG), MAG of palmitic acid, MAG of
undecanoic acid, MAG of capric acid, MAG of lauric acid, MAG of caprylic acid
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UvVOD

Problematika nezavadnosti potravin a zabezpeceni jejich kvality je trvale pfedmétem zajmu
zastupcti primyslu, obchodu i védy. Z mikrobiologického hlediska je prostfedkem k zajisténi

bezpec¢nosti a nezavadnosti potravin snaha potlacit riist a mnozeni nezadouci mikroflory.

Mikroorganizmli kontaminujicich potraviny je celd fada. LiSi se naroky na ziviny a prostfedi i
svymi fyziologickymi vlastnostmi. V soucasnosti jsou hledany nové latky, které by pusobily
inhibi¢né na co mozna nejvétsi mnozstvi mikroorganizmi. Pozadavky na tyto latky jsou vsak
znacné vysoké. Tyto latky by pfedev§im nemély mit negativni vliv na organizmus, nemély by
ovliviiovat chut’ a vlastnosti vyrobku nezadoucim zplsobem. Vhodna latka by méla inhibovat
mikroorganizmy, byt pokud mozno co nepiirozengjsi a ptirodniho piivodu, mohla by i zlepSovat
vlastnosti daného produktu. Touto vhodnou latkou by mohly byt napiiklad monoacylglyceroly.
Jsou to latky pfirozené se vyskytujici jakozto meziprodukt metabolizmu tukti a organizmus je
dobfe snasi. Byly prokazany inhibi¢ni G¢inky monoacylglycerold jak na nékteré nezadouci
mikroorganizmy, tak i na nékteré zastupce mikroskopickych vlaknitych hub. Vyhodné jsou
monoacylglyceroly i pro své vlastnosti, zejména schopnost snizovat povrchové napéti na

rozhrani dvou nemisitelnych fazi, diky ¢emuz se mohou uplatnit jako emulgaéni ¢inidla.

Vliv studovanych monoacylglycerolli na rist mikroorganizmli byl sledovan na zastupcich

vlaknitych mikromycet.

Vlaknité mikromycety jsou eukaryotni mnohobunééné organizmy, které se diky své
morfologické i fyziologické rozmanitosti k nejriznéj$im podminkam prostiedi vyskytuji
prakticky vSude tam, kde se vyskytuje organicka hmota. V zivotnim prostiedi ¢lovéka jsou
ptitomny, v padé, vod¢, ovzdusi, na povrchu zZivych i odumielych organizmi, na plochach,
predmétech, v krmivu, Vv potravinovych surovinach rostlinného piivodu a potravinach. Zvlasté
potraviny jsou z hlediska zdravi ¢lovéka vhodnym a rizikovym substratem pro rust,
rozmnozovani a osidlovani toxinogennimi mikromycetami a naslednou produkci mykotoxint.
Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub. Pfitomnost
mykotoxinl v pozivatindich mize mit n€kolik pfi¢in. Muze to byt z divodu kazeni pozivatin
jejich plesnivénim, nebo zpracovani polotovari a meziprodukti s obsahem mykotoxind ve

vyrob¢ potravin.
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1 MIKROMYCETY

1.1 Charakteristika vlaknitych mikromycet

Vl1édknité mikromycety jsou spolu s jinymi skupinami organizmu, které spole¢né sdileji podobné
vlastnosti, fazeny do samostatné fiSe hub (Fungi)[1]. Z praktického hlediska se houby déli do
dvou skupin podle velikosti, pfestoze toto déleni nema nic spoleéného se systematickou
prislusnosti. Prvni skupinu tvofi houby mikroskopické. Mikroskopické houby dale d€lime na
vlaknité mikroskopické houby, kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy[2]. Do druhé skupiny
jsou pak fazeny houby makroskopické velikosti.

Houby patii mezi eukaryotické organizmy, tzn., ze buiiky hub maji pravé jadro, které je od
cytoplazmy oddéleno jadernou membranou. Cytoplazma obsahuje mitochondrie a dalsi bunécné
organely, plazmatickd membrana je tvotena lipidy, glykoproteiny a steroly. Bunécna sténa plisni
je vétsinou vicevrstevna a je slozena hlavné z polysacharidd. Kromé chitinu (polysacharid N-
acetylglukdzaminu) a chitézanu (deacetylovany chitin) jsou zde pfitomny také glukany, manany
a polysacharidy slozené z galaktézaminu nebo z 6-deoxyhexoz. Casto se zde vyskytuje i celuldza
a latky podobné ligninu, které zvySuji pevnost stény. Kromé polysacharidi jsou zde vzdy
pfitomny také bilkoviny, lipidy a také vosky, tj. estery mastnych kyselin a vyssich alkohold,

které ptispivaji znatnou mérou k nizké smacitelnosti vegetativnich i sporonosnych hyf [3, 4].

Mikroskopické houby patii mezi chemoorganotrofni mikroorganizmy. Energii ziskavaji oxidaci
organickych sloucenin, které zaroven vyuzivaji i1 jako zdroj uhliku. V pfirodé jsou tyto
mikroorganizmy schopny rozlozit veskeré organické slouceniny zivocisného i mikrobniho
puvodu az na oxid uhli¢ity, vodu a amoniak a vraci tak tyto latky do kolob&hu, ktery je nutny pro
zachovani zivota na Zemi. Na druhé strané jsou vSak chemoorganotrofni mikroorganizmy
puvodci nezadouciho rozkladu potravin a potravinaiskych surovin a zpiasobuji také rozklad

nepotravinaiského organického materialu ulozeného ve vlhku [5].

Plisn¢ jsou aerobni a potiebuji pro sviij rust vzdusny kyslik. Proto rostou hlavné na povrchu jimi
napadnutych materiali. Jejich naro¢nost na kyslik je ale rozdilnd. Zavislost riistu plisni na
kysliku je spojena svyskytem esencialni slozky steroida (ergosterol) v cytoplasmatické
membrané, které k syntéze kyslik potiebuji. Plisné jsou na rozdil od bakterii pfizpisobivéjsi
K uréitym extrémnim podminkam prostfedi. Dobfe snasi niz$i hodnoty pH, nizsi obsah vody a

niz$i teploty[6].
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Velkéd morfologickd rozmanitost, adaptabilita a schopnost plisni pfizplsobit se nejriznéjSim
ekologickym podminkam, umoznuje jejich vyskyt prakticky vSude tam, kde existuje organicka
hmota. V Zivotnim a pracovnim prostiedi ¢lovéka jsou pfitomny v ovzdus$i, v pudé, vodé, na
povrchu zivych i odumfelych organizmi, predmét, v krmivech, v potravinovych surovinach

rostlinného piivodu a v potravinach [7].

V soucasné dob¢ existuje ne¢kolik systému ¢lenéni hub, které se shoduji v klasifikaci pravych hub

do ¢tyf taxonomickych skupin: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota
[8].
Klasifikace podle Vani (1998) [9]:
Rise: Houby
Oddg¢leni: Chtridiomycota
Oddéleni: Eumycota (vlastni houby)
Pododdéleni: Zygomycotina
Pododd¢leni: Ascomycotina
Pomocné pododdé€leni: Deuteromycotina

Pododd¢leni: Basidiomycotina

1.1.1 Pododdéléleni: Zygomycotina (houby spajivé)

Stélka obsahuje coenocytické hyfy, prehradky vétsinou oddé€luji jen rozmnozovaci struktury.
Zakladni slozkou bunéénych stén je chitin, doprovazeny chitosanem nebo jinymi cukry.

Nepohlavné se rozmnozuji sporangiosporami [10].
Pohlavné se rozmnozuji :
e splyvanim dvou gametangii (gametangiogamie),
e haplobioticky zivotni cklus

e U né¢kterych skupin plazmogamie ptedchdzi karyogamii - parovani jader v mladé

Zygospore.

Vyskytuji se jako saprofyté pudni, koprofilni. Nékteré skupiny zahrnuji parazity rostlin, hub i

zivocicht. Z biotechologického hlediska slouZzi k produkci raznych latek.

Zastupci pododdéleni Zygomycotina jsou naptiklad rod Mucor nebo rod Rhizopus.
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1.1.2 Pododdéleni Ascomycotina (houby vieckaté)

Do této skupiny patii houby, jejichz vytrusy vznikaji endogenné ve viecku, obvykle v poctu
osmi. Viecko ma povahu meiosporangia (zralé je tvoieno diploidni bunikou, obvykle je jedina
Vv zivotnim cyklu). U mnoha zastupct za normalnich podminek houba Zije jen v anamorfnim
stadiu. Stélka ma ptrehradkové mycelium, ve stfedu piehradky je jednoduchy por, ktery

umoznuje pruchod cytoplazmy a organel [10].

Pti pohlavnim procesu dochazi ke vzniku dikaryotickych hyf, tvofi plodnice, ve kterych dochézi

ke karyogamii v koncovych bunkach a z nich vznikaji viecka.

Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu hub, zahrnujici cca 60 % znamych taxond.

Zastupci pododdéleni Ascomycotina jsou napt. rody Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Phoma a Alternaria.

1.1.3 Pododéleni Deuteromycotina (houby nedokonalé)

Taxonomickd jednotka, ktera byla uméle vytvotena pro klasifikaci hub v anamorfni fazi. Patii

sem pouze:

e druhy, u nichZ se nevytvafi teleomorfa nebo neni zndma. Po objeveni teleomorfy je druh

zarazen do ptirozeného systému a z Deuteromycet vyfazen.

e anamorfy vSech hub. I téch u kterych se teleomorfy vzacné tvofi, ale anamorfa je

prevladajicim stadiem.

Rozmozuji se konidiemi. Ty jsou tvofeny pfimo na myceliu nebo na konidioforech. Vysokou
genetickou variabilitu druhu zajiStuje parasexudlni proces, prostiednictvim styku dvou

haploidnich hyf dojde ke vzniku heterokaryotického a pozdé&ji diploidniho mycelia [10].

Historicky je systém zalozen na morfologii konidii, v soucasnosti je vSak preferovano ¢lenéni
podle tvorby mycelia, charakteru konidii a konidiomat. V pojeti rodi a druhii se neshoduje se

systémem pifirozenym.

Patii sem naptiklad rod Fusarium nebo Trichothecium.

1.1.4 Pododdéleni Basidiomycotina (houby stopkovytrusé)

Skupina hub s pievazné makroskopickymi plodnicemi, charakteristickym znakem je pfislusnost

bazidii.
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Stélka ma vlaknité ptehradkované mycelium, u vétSiny opatiené soudkovitym dolipérem.
Rozlisujeme monokaryotické a dikaryotické mycelium, které ve vegetativni fazi prevazuje. U
nekterych druht se vyskytuji utvary zajistujici rovnomérnou distribuci délicich se jader v

bunkach mycelia (tzv. piezky). Bunééna sténa je tvoiena chitinem a polyglukany [10].

Rozmnozuji se nepohlavné i pohlavné. Nepohlavni rozmnozovani je méné¢ vyznamné. Pohlavné
se rozmnozuji tak, Ze splyvaji primarni mycelia za vzniku dikaryotického mycelia. Na ném se
vytvaii plodnice, v jejich koncovych bunkéach dochazi ke karyogamii a nasledné meidze.

Haploidni bazidiospory vznikaji vné na stopeckach.

Do této skupiny patii asi 22000 druht roz§ifenych po celém svété. Radi se sem saprofyté,

symbionti i parazité.

1.2 Morfologie plisni

Zakladem téla mikromycet je vegetativni vlaknity utvar- stélka (thalus) [2]. Stavebni jednotkou
stélky je duté vlakno- hyfa. Ta mize byt opatiena piehradkou nebo je coenocyticka (bez
ptehradek). Typ ptrehradky je charakteristickd pro jednotlivd oddé€leni hub. Jednotlivé bunky
hyfy mohou mit jedno jadro (monokaryotické mycelium), dvé jadra (dikaryotické mycelium)

nebo vice geneticky odlisnych jader (heterokaryo6za) [8].

Hyfy mohou byt vétvené, nebo dochazi k jejich sriistani postrannimi vybézky za tvorby spojek -
anastomoéz. Diky anastom6zam si mohou sousedni hyfy vymeénovat haploidni jadra. Diky tomuto
propojeni dochazi také k lep§imu transportu zivin, cytoplazmy a organel v myceliu. Hyfy rostou
pouze na svém vrcholu (apikalni rust), jejich tloustka je nekolik mikrometru, délka Gseku mezi
jednotlivymi piehradkami dosahuje desitky az stovky mikrometru [11]. V ristové zoné hyfy se
nachdzi nékolik typti méchyrkl (vezikull) s enzymy a slozkami pro tvorbu bunécné stény. Tyto
vezikuly jsou cytoskeletem sméfovany do koncové Casti hyfy, kde sviij obsah vylévaji do

periplazmatického prostoru.

Tvrdy polokulovity utvar tvofeny hustou spleti hyf se nazyva sklerocium. Vyskytuje se hlavné u
téch druht, u nichz neni zndma tvorba pohlavnich ani vegetativnich spor. Kozovita splet’ hyf se
nazyva stroma a naléza se Casto u plisni parazitujicich na ovoci a jiném rostlinném materialu. U
nékterych roda plisni se kolem jednotlivych bunék mycelia mize vytvofit velmi silny obal.
Obsah bunky se pak zahusti a vytvari se chlamydospory, které jsou odolné proti nepfiznivym

podminkam.
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Sporonosné c¢asti mycelia maji vétSinou napadné zabarveni. Barva mycelia je zplisobena
pigmenty, které zbarvuji nejen bunécnou sténu vegetativni ¢asti plisni, ale hlavné jejich vytrusy -
spory. Tvorba pigmentd je dana geneticky. Nejcastéji je tvofeno barvivo zelené nebo
modrozelené (velmi ¢asto u roda Penicillium a Aspergillus), dale se vyskytuje bézové, hnédé az
cerné zabarveni (rod Aspergillus), pfipadné rizové zabarveni (Trichothecium) apod. Stény
endospor a blana sporangia u zygomycet obsahuji vétSinou tmavé hnédé barvivo melanoidni
povahy, které chrani spory pied nepiiznivymi vlivy ultrafialového zafeni. Stény vegetativnich
hyf jsou vétSinou bez pigmentace. Pouze u nékterych ¢eledi deuteromycet lze nalézt v hyfach

zelenoc¢erné barvivo s ochrannou funkci [12].

Cytoplazma bunék mikromycet obsahuje eukaryotické organely - endoplazmatické retikulum a
mitochondrie, rozeznatelné pouze elektronovym mikroskopem. Vakuoly, zrni¢ka polyfosfati a
kapi¢ky tuku muzeme zjistit v cytoplazmé jiz ve svételném mikroskopu [13]. Prevaznou cast
buniky tvofi voda, dale jsou obsazeny bilkoviny, glykogen, nukleové kyseliny. Hlavni rezervni
latkou plisni jsou lipidy, které tvoii v bunikach rizné velké kapénky, které jsou u strasich kultur z
bun¢k uvoliiovany. Kromé tukd je zasobni latkou také glykogen a volutin (polyfosfatova
granula). Ojedinéle byl zjistén i Skrob. Monosacharidy se vyskytuji vzacné, obvykle ve
fosforylované formé. Bilkoviny se v té€lech hub nachéazeji jen v omezené mife, protoze houby
jich mnoho nepotiebuji. Kromé uvedenych latek se v buiikach nékterych hub mohou vyskytovat
napt. latky antibiotické povahy (napt. u rodu Penicillium), alkaloidy (napt. rod Claviceps) nebo

steroidy a terpeny [4].

Nékteré houby maji schopnost rust v kvasinkové nebo vlaknité formé. Tento fenomén se nazyva

dimorfismus. Dimorfickych je zna¢ny pocet mikromycet patogennich pro zivocichy [1].

Hyfy vlaknitych hub rostou pievazné apikalng, tedy na svém volném konci. V rastové zoné hyfy
se nachdzi ne€kolik typlh méchyikl (vezikulll) s enzymy a slozkami pro tvorbu bunééné stény.
Tyto vezikuly jsou cytoskeletem sméfovany do koncové ¢asti hyfy, kde sviij obsah vylévaji do

periplazmatického prostoru.

1.3 RozmnoZovani mikromycet

Plisné se rozmnozuji jednak sporami a jednak rozristanim hyf. Spory vznikaji bud’ vegetativnim
zpusobem (tj. nepohlavni spory) nebo po spajeni (pohlavni spory) [13]. Spory jsou lehké, ve
vode odpudivé a velice snadno se uvoliluji z rozmnozovacich utvar do okolniho prostfedi a

kontaminuji tak i dalsi povrchy predméta [12].
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Spory mohou slouzit k $ifeni mikroskopickych hub nebo jsou to Utvary slouzici pro pieckani
nepiiznivého obdobi. K Sifeni slouzi u mikromycet napi. sporangiospory, konidie nebo
askospory. Tyto spory jsou vétSinou malé, tvoii se ve velkém mnozstvi a jejich uvoliovani je
obvykle nacasovano do nejpiiznivéjSich podminek. Piezivaci funkci maji napf. makrocysty,
sklerocia, zygospory, askospory nebo chlamydospory. Tyto spory jsou obvykle vétsi a obsahuji
zna¢né mnozstvi zasobnich latek. U jednoho druhu mikromycet se mohou vytvaiet rizné druhy

spor, a to vétSinou v zavislosti na podminkach prostiedi [4].

1.3.1 Vegetativni rozmnoZovani

Vegetativni spory se tvofi bud’ na vegetativnich hyfdch nebo na zvlaStnich fruktifikacnich
organech. Podle zplsobu tvorby rozezndvame oidie neboli artrospory, které vznikaji rozpadem
vlaken v jednotlivé buiky. Fialospory vznikaji ze specialni lahvovité bunky neboli fialidy.

Jestlize je hyfa nesouci konidie zietelné odliSena od ostatnich hyf, nazyva se konidiofor.

Endospory vznikajici ve vakovitém utvaru zvaném sporangium se nazyvaji sporangiospory.
Sporangium je umisténo na sporangioforu. Z potravinaisky dulezitych plisni se sporangia

vyskytuji pouze u ttidy Zygomycetes. Sporangiospory maji vétsinou vice jader [13].

1.3.2 Pohlavni rozmnoZovani

Vétsina pravych hub je schopna pohlavniho rozmnoZovani, jehoz vysledkem je tvorba askospor,
bazidiospor nebo zygospory. Pohlavni spory vznikaji u heterothalickych kmenii spojenim
jedincim s odlisSnym pohlavnim typem a u homothalickych kmend fuzi jedinci stejného

pohlavniho typu [8].

Zygomycota jsou charakteristickd vytvarenim pfeménénych hyf zvanych gametangia, kterd
splynou do podoby tlustosténného zoosporangia obsahujiciho zygosporu. Ascomycota, neboli
houby vieckovytrusné produkuji pohlavni spory ve vakovité struktufe zvané viecko, spory se
pak nazyvaji askospory. Basidiomycota produkuji své pohlavni spory na stopkach — basidiich

[1].
1.4 Charakteristika vybranych mikromycet

1.4.1 Trida: Ascomycetes

Rad: Eurotiales
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Rod: Penicillium

Rod Penicillium zahrnuje asi 220 druhti, casteéné se jedna o imperfektni stadia rodu
Eupenicillium a Talaromyces, které vytvaii pohlavni askospory a jsou fazeny do tiidy
Ascomycetes. Plisn¢ tohoto rodu se vyskytuji ve formé septovaného nepigmentovaného mycelia,
konidiofory jsou na koncich vétvené (Obr 1) v podobé metuly, na kterou ptisedaji fialidy, z nichz

se odskrcuji dlouhé fetizky konidii zelenosedé az modré barvy [14].

Penicilia se vyskytuji v ptidé, ve vod¢, na povrchu zivych i odumfelych organismd, jejich spory
se nachazi v ovzdusi a ulpivaji na nejriznéjSich substratech, na nichz dovedou pii minimalnich
pozadavcich na ziviny vykli¢it. Vyskytuji se prakticky na vSech potravinach, zejména pak na

pecivu, ovoci a citrusovych plodech [7].

Nékteré druhy, napiiklad Penicillium camemberti, Penicillium candidum nebo Penicillium
roqueforti se pouzivaji jako startérové Kultury pii vyrobé syru. Podobné jako zastupci rodu
Aspergillus i zastupci rodu Penicillium dovedou produkovat mykotoxiny, a to i nékteré kmeny

uzivané v potravinarstvi [15].

Az donedavna byl cely rod povazovan za nepatogenni pro ¢loveéka. To jiz neplati po prokazani
schopnosti jihoasijského druhu Penicillium marneffei vyvolat infekci u ¢lovéka. Tento druh
muze v oblastech jiZzni Asie vyvolavat disseminované infekce u nemocnych AIDS, které
postihuji hlavné plice, jatra a kuzi. Krom¢ zminéného druhu existuje né€kolik dalSich druhd
(Penicillium expansum, Penicillium islandicum) podezielych z ucasti na vzniku lidskych
onemocnéni — onychomykéz a dermatomykoéz. Druh Penicillium veridicatum produkuje
ochratoxin A a zpiisobuje tak ochratoxik6zy nejen u zvitat, ale 1 u lidi. Konidie penicilii, které se
dostanou do dychacich cest astmatikii nebo alergikli, mohou zhorsovat jejich stav mechanickym

drazdénim [16].
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Obr. 1. Nakres konidioforu Penicillium roqueforti [19].

Rod Aspergillus

Rod Aspergillus obsahuje vice nez 200 druhd. Zastupci jsou enzymaticky velmi aktivni, ¢asto
produkuji proteolytické, amylolytické 1 pektolytické enzymy a jsou velmi ¢astym kontaminantem
riznych druhd potravin, pfedevsim ovoce, zeleniny, tukt, jedlych oleji a potravin s vysokym
obsahem lipidickych latek. Velmi cCasty je vyskyt na obili a pekaiskych vyrobcich [12, 17].
Mnozi zéstupci jsou xerofilni a jsou tedy schopni riistu a mnozeni 1 pii nizkych hodnotach vodni

aktivity (aw) [18].

Druhy nalezici do rodu Aspergillus se rozmnozuji se nepohlavnimi konidiemi. Mycelium je
plstovité az vatovité, mize byt bezbarvé, ale u mnohych druhd je napadné zbarvené. Starsi
kolonie jsou uplné piekryty bilou, zlutou, zelenou, hnédou nebo cernou vrstvou spor [9].
Konidiofory jsou dlouhé, az 3 mm, maji hladkou nezbarvenou stopku, méchyiek je kulovity a je
pokryty, nakres konidioforu na obr 2. Pfitomnost mykotoxind v pozivatinach mize mit n¢kolik

pric¢in. Mlze to byt z divodu kaZzeni pozivatin jejich plesnivénim, nebo zpracovanim polotovar
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a meziprodukti s obsahem mykotoxinti ve vyrob¢ potravin. Po celém povrchu vrstvou metul a
fialid, kordialni hlavice jsou paprscité.
Nékteré druhy jsou toxinogenni, piikladem mohou byt Aspergillus flavus, A. parasiticus nebo A.

nominus. Aspergillus niger byl povazovan za netoxinogenni druh, ale u nékterych kmena byla

zjisténa produkce mykotoxinu ochratoxinu A.
Z potravinaiského hlediska jsou dilezité zejména druhy A. flavus, A. niger, A. parasiticus nebo
A. nidulans. N¢které kmeny se diky svému enzymatickému vybaveni vyuZzivaji v pramyslu,

napf. A. niger na vyrobu kyseliny citronové, dals$i druhy na vyrobu amylaz ¢i pektinaz [9].‘

Aspergillus
niger

2 B2 2
s B2
100’07

N7

konidie
fialidy
metuly

méchyrek

konidiofor

Obr. 2. Nakres konidioforu Aspergillus niger [19].

Rod Phoma

Rod Phoma je Siroce rozsifeny a tvofeny velkym mnozstvi druht, které obyvaji rizné ekologické
niky. Druh P. herbarum byl izolovan z pidy, vzduchu, trusu a pefi ptakt [12]. RozmnoZuje se
nepohlavné konidiemi a chlamydosporami. Kolonie jsou rychle rostouci. Teplotni optimum ristu
je 20 - 21°C, minimum pro rust je -3°C a maximum 32°C. Pyknidy jsou ovalné az kulovité se
slabé pigmentovanou sténou a tmavsim ustim. Konidie uvnité pyknid jsou elipsovité, hladké.

V myceliu se tvoii jednotlivé nebo v fetizcich tmaveé pigmentované chlamydospory (Obr. 3).
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Obr. 3. Nékres konidioforu Phoma eupyrena [19].

Rod Alternaria

Ptisludnici tohoto rodu jsou hojné rozSifeni po celém svété, rostou na rtiznych substratech
rostlinného ptivodu vcetné ovoce (hlavné jablka, hrusky a citrusové plody). Mohou produkovat
fadu toxinu, napf. toxicky metabolit AAT (Alternaria alternata toxin) podobny fumonisinu,

kyselinu tenuazonovou a dale fadu mén¢ vyznamnych toxind, napf. alternariol [19].

Konidiofory, jak je vidét na Obr. 4, jsou husté ¢lankované, malo vétvené a vytvaieji po stranach i
na koncich vicebunééné konidie . Ty jsou pomérné velké a mohou byt zbarveny Zluté, okrové,

svétle nebo tmave hnédé.
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Obr. 4. Nakres konidioforu u rodu Alternaria [19].

Rod Paecilomyces

Patfi mezi obvyklé kontaminujici druhy. Je castou pfi¢inou kaZeni nedostatecné tepelné
oSetfenych potravin, zejména mostl, ovocnych dieni, kompotl (zejména merunék), ovocnych

stav, protlakti apod. Nekteré izolaty mohou produkovat mykotoxin patulin.

Je termotolerantni (teplotni maximum 40 °C), askospory mohou po ur€itou dobu piezivat 1
teploty vyssi nez 80 °C. Paecilomyces variotii je rezistentni vii¢i ptisobeni sorbatu, produkuje

patulin, je ptilezitostnym ptivodcem mykoz zvitat a ¢lovéka [17].

Konidiofory nepravidelné $tétcovité vétvené (Obr. 6), s kratkou hladkou stopkou, s vétvemi a s
metulami, na nichz vyrustaji fialidy. Fialidy jsou typicky protahlé a s dlouhym krékem. Konidie
vyrustaji z fialid v fetizcich, jsou elipsovité, nékteré casto i méné pravidelného tvaru (napf.

hruskovitého) [19].
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Obr. 5. Nakres konidioforu Paecilomyces variotii [19].

Rod Fusarium

Plisn¢ rodu Fusarium se vyznacuji bohatym septovanym Sedym, zlutym, hnédym, rizovym,
¢ervenym nebo fialovym myceliem, na kterém se tvoii dva typy konidii, mikrokonidie a
makrokonidie. Mikrokonidie jsou jednobunétné, elipsoidniho nebo ovalného tvaru a maji
podstatné mensi velikost nez makrokonidie. Makrokonidie maji charakteristicky rohlickovity
nebo srpovity tvar, jsou tvofeny vzdy nékolika buiitkami. U velkého mnozstvi druhli se
mikrokonidie a makrokonidie vyskytuji souc¢asné, nékteré druhy mikrokonidie nevytvaii vibec,

jiné mohou produkovat jenom mikrokonidie bez makrokonidii.

Nekteré druhy vytvaii kromé toho jesté chlamydospory — zdufelé bunky se silnou sténou

uprostied nebo na konci hyf, ptipadné i v makrokonidiich [12].

Mikroskopické houby rodu Fusarium jsou Siroce rozsifeny v pude, ale také ve vode a ovzdusi.
Jsou to parazité rostlin a zpiisobuji velké Skody na rostoucich obilovinach a pfi skladovéani

rostlinnych produkti, jako je kukufice, ovoce, brambory, citrusy atd. Nékteré

druhy maji schopnost produkovat mykotoxiny v obili, coZ miiZze ovlivnit zdravi lidi 1 zvifat,

jestlize se tyto mykotoxiny dostanou do jejich potravniho fetézce [20].
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Mezi nejznaméjsi toxiny produkované plisnémi tohoto rodu patii skupina trichothecenovych
mykotoxind, jako jsou T2 toxin, deoxynivalenol, zearalenon a moniliformin. Fumonisiny
produkované plisni Fusarium moniliforme jsou uvadéné jako mozné karcinogeny pro ¢lovéka.

Nékteré druhy mohou produkovat toxicka antibiotika [8].

Drive byli zastupci rodu Fusarium povazovani za nepatogenni pro ¢lovéka, v soucasné dob¢ jsou
vSak popsany piipady mykotickych onemocnéni urcitych osob se snizenou imunitou nebo s

oslabenym organizmem [21].

Rod Scopulariopsis

Mnozi se nepohlavnimi konidiemi a pohlavnimi askosporami. Teplotni optimum rtstu je mezi 24
a 30°C. Minimalni teplota pro rist je 5°C a maximalni teplota je 37°C. Rod Scopulariopsis ma
nepravidelné Stétcovité vétvené konidiofory, které maji valcovity tvar a produkuji konidie
v fetizcich. Konidie jsou vejCité az kulovité s bradavi¢natou sténou. Kolonie jsou okrajové
sametové zbarvené. Hojné se vyskytuji po celém svété, zvlasté na potravinach a krmivech
rostliného 1 zivo¢isného plvodu, jako prilezitostny patogen zplsobuje onemocnéni ¢loveka a

zivocichd (onychomykdzy, dermatomykozy) [19].

Scopulariopsis
brevicaulis

konidiofor

Obr 6. Nakres konidioforu Scopulariopsis brevicaulis [19].
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1.4.2 Trida: Zygomycetes

Rod Mucor
Rod zahrnuje pies 100 druhu, které se vyskytuji na riznych potravinach, napt. na chlebu, masle,
mase, ovoci, zelening. Tvofi vlaknity, vétSinou bélavy porost s kulovitymi nahnédlymi sporangii,

jejichz kolumela ma riizné tvary (Obr. 5) [7] .

Vyskytuje se bézné v pfirod¢; je nalézan v pude¢, na rostlinach a kazicim se ovoci a zelening;
mize byt puvodcem infekci u fady zivocichl. U ¢lovéka vyvolava rhinocerebralni mykoézy,
otomykodzy a infikuje rozsahlé popaleniny.

Vétsina zastupcet neroste pii 37°C. Jejich mycelium je neseptované, spory nejsou volné, ale
uzaviené v kulovitém sporangiu. V infikované tkani se nachazeji silné hyfy. Jsou rezistentni vici

fad¢ antimykotik kromé amfotericinu B.[22]

Obr. 7. Nakres konidioforu u rodu Mucor [23].

Rod Rhizopus
Jde o velmi rozsifeny rod plisni, které pomérné rychle rostou na riznych kultiva¢nich pidach.

Tvoti vyrazné rozvétvené mycelium Sedé barvy. Sporangiofory se vyskytuji ve svazcich po
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dvou, tfech i vice, a téméf nikdy se nevétvi. Vyristaji ve vyhoncich, stolonech, které vytvaii na
pevném podkladu kofinkovité rozvétvené, tmavohnéd¢ zbarvené rhizoidy. Sporangia jsou
kulovitého tvaru, konec sporangioforu pod sporangiem je rozsifeny v tzv. apofyzu a piechazi
spojité v CoCkovitou kolumelu. Po prasknuti sporangia se kolumela s apofyzou typicky

kloboukovité obraci, coz je pro tento rod charakteristické [12].

Rod Rhizopus je v piirodé velmi rozsifeny, zpusobuje kazeni ovoce i dalSich potravin, v
mlékarenském primyslu mize znehodnocovat syry. Byva pivodcem vzdusné kontaminace
laboratornich pad. Nékteré druhy jsou schopné tvofit mykotoxiny, nékteré jsou patogenni.
Zastupci tohoto rodu maji fermentacni schopnosti, mohou vyvolat také alkoholové kvaseni.
Znamé je pouziti pro prumyslovou produkci kyseliny fumarové a pii mikrobidlnich

transformacich steroidnich sloucenin pii vyrobé nékterych 1€kt [21].

1.4.3 Trida: Deuteromycetes

Rod Trichothecium roseum

Taxonomicky patii mezi mitosporni houby. Rozmnozuje se nepohlavné konidiemi. Kolonie rodu
Trichothecium rostou rychle. Optimalni teplota pro rist se pohybuje kolem 25°C, rlstové
minimum je mezi 5 a 15°C a maximum je 35°C. Konidiofory jsou nevétvené, vzpiimené, az 2
mm dlouhé. Na jejich konci vyriistaji konidie stfidavé se odchylujici od hlavni osy konidioforu a
tvofi fetizky charakteristického tvaru, které se snadno rozpadaji. Konidie jsou dvoubunécné, maji
pfimou piehradku, jsou vej€ité az hruskovité a maji hladky povrch. Rozeznatelné jsou jejich
rizové kolonie. Vyskytuji se po celém svété, obzvlasté na rostlinnych substratech a v padé.

Produkuji mykotoxiny, pattici do skupiny trichothecenii [19].
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—konidie

konidiofor

Trichothecium
roseum

Obr. 8. Nakres konidioforu Trichothecium roseum [19].
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2 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly, n¢kdy také uvadény jako monoglyceridy (MAG) patii spolecné
s diacylgyceroly (DAG) mezi parcidlni estery trojsytného alkoholu glycerolu s vys$s$imi
mastnymi kyselinami [25]. Vznikaji substituci vodiku hydroxylové skupiny glycerolu
zbytkem mastné Kkyseliny (acylem) [26]. V zivych systémech se castéji nez
monoacylglyceroly vyskytuji triacylglyceroly, obsahujici 3 esterové vazané mastné kyseliny,
a diacylglyceroly se dvéma mastnymi kyselinami. Triacylglyceroly slouzi v rostlinnych i
zivoc¢iSnych organizmech jako rezerva energie a jsou neopominutelnou soucasti vyzivy
clovéka.

Molekula monoacylglyceroli ma amfifilni povahu [27], coz do zna¢né miry ovliviiuje

vlastnosti téchto latek. Podle toho, ktera hydroxylova skupina glycerolu je esterifikovana

mastnou kyselinou, lze rozlisit tfi stereochemické formy MAG (Obr. 9).

CH-OOCR CH-OH CH-0OH
[ [ |
HD—-—IfIZ—--H FE'.CDD—-—CI—-H HD—-—I?—-H
CH-0OH CH-0OH CH-O00R
sn-1-monoacyghycerol sn-Z-moncacylghycerol  sm-3-monoacyghycerol

Obr. 9. stechiometrick¢ formy monoacylglycerolu (R je nasyceny nebo nenasyceny

uhlovodikovy fetézec, Externi uhliky jsou ¢asto pojmenovany o a centralni f) [30].

Jak jiz bylo zminéno, molekula MAG je amfipaticka, coz znamena, Ze je tvorena jak polarni
(hydrofilni), tak i nepolarni (lipofilni) ¢asti [31]. Diky tomu se molekuly MAG v disperzich
orientuji na rozhrani mezi nepolarni fazi (olej nebo vzduch) a polarni fazi (voda) tak, ze
hydrofobni konce molekul, tvofené prevazné retézci mastnych kyselin, smétuji do hydrofobni
faze, zatimco hydrofilni ¢asti molekul sméfuji do vodné faze. Molekuly tak vytvoii mezi
fazemi orientovany molekularni film, ktery usnadnuje dispergaci a stabilizuje disperzi [28].
Tyto vlastnosti predurcuji monoacylglyceroly pro vyuziti v riznych odvétvich pramyslu, kde

se nejcasteji uplatiuji jako emulgatory [29].

Fyzikalni a chemické vlastnosti MAG jsou urCeny piedevSim typem a polohou mastné

kyseliny vazané na glycerol. Podle charakteru navazané mastné kyseliny mohou byt MAG ve
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form¢ kapalné nebo pevné. U kapalnych MAG se mizeme setkat s bilym, slamovym az
hnédym zabarvenim, konzistence je vétSinou olejovitd. Pevné MAG mohou byt ve formé
vlocek, prasku ¢i drobnych koralk. Jsou dobfe rozpustné v polarnich rozpoustédlech (etanol,

isopropanol, atd.), hiife se rozpoustéji v nepolarnich rozpoustédlech (aceton, atd.).

Bod tani MAG stoupa s rostoucim poctem atomut uhliku v molekule, pfirastek je tim mensi,
¢im je vétsi pocet atoma uhliku. Se zvySujici se nenasycenosti mastnych kyselin bod tani

klesa. Teplota tani monoacylglycerolt je velmi blizka teploté tani ptislusné mastné kyseliny.

MAG jsou také pfirozenou soucasti jedlych tukii a oleji. V lidském organizmu MAG
vznikaji jako pfirozeny produkt lipazou katalyzované hydrolyzy tukt a jsou tedy obecné

povazovany za bezpeéné, bez nezadoucich uc¢inku a toxicity vaci sliznicim [32, 29].

Hlavni oblasti vyuziti MAG je bezesporu potravinaisky primysl, ve kterém se uplatituje
shruba 60 - 72 % z celkové ro¢ni produkce monoacylglycerolii. Asi 12 % celkové svétové
produkce MAG je urceno pro kosmeticky primysl. Diky svym lubrikacnim, emulga¢nim a

zmék¢ovacim vlastnostem jsou MAG vyuzivany i v textilnim a plastikafském primyslu.

2.1 Vyroba monoacylglycerola
Monoacylglyceroly 1ze pfipravit n€kolika zplisoby:

1. Hydrolyzou triacylglycerolu
2. Adici mastnych kyselin na glycidol nukleofilnim otevienim epoxidového kruhu [33]
3. Interesterifikaci:

a) acidolyza

b) alkoholyza

c) transesterifikace esterti vy$$ich mastnych kyselin s glycerolem

4. esterifikaci mastnych kyselin s glycerolem [26].

V primyslovém méfitku je pro vyrobu MAG nejcastéji vyuzivana glycerolyza ptirodnich tuka a
oleju, pfima esterifikace mastnych kyselin s glycerolem a hydrolyza.

Pti glycerolyze reaguji triacylglyceroly s glycerolem v pfitomnosti anorganického katalyzatoru
za vysokych reakcnich teplot (180 — 220 °C). Pii této reakci dochazi k ptfenosu acylovych

fetézcl mastnych kyselin triacylglycerold na glycerol [34].
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Zajimavym zpusobem syntézy MAG je adice mastnych kyselin na glycidol prostfednictvim
epoxidového kruhu glycidolu. Reakce je znaén€ wuniverzalni a umoziuje vyrobu
monoacylglycerolu téméf z jakékoli organické kyseliny. Vyhodné jsou i mirné reakéni podminky

a kratsi doba reakce.

Adi¢ni reakce na nasobnych vazbach mohou probihat radikdlovym nebo iontovym

mechanismem.[35]

Tato reakce patii mezi nejnovejsi zpusoby syntézy MAG a vede k ziskdni velmi Cistého
produktu. Syntéza MAG probiha otevienim epoxidového kruhu a naslednou nukleofilni adici
MK na glycidol za katalyzy amind nebo amoniovych soli, komplext Ti(O-i-Pr), a lanthanoidu
[36]. Jako u¢inné katalyzatory se vyuzivaji komplexy tranzitnich kovl (chréom, zinek, hlinik),
pricemz nejlepSich vysledkt bylo dosazeno pouzitim chromitych komplexti vyrobenych tavenim

mastnych kyselin a chromitych soli (CrCls.6H,0) pii 160°C. [37]

2.2 Antimikrobni a¢inky monoacylglycerolu

V nedavné dobé¢ bylo zjisténo, ze monoacylglyceroly maji inhibi¢ni u€inky na rist fady bakterii,
kvasinek ¢i plisni a taktéZ jsou schopny inaktivovat nékteré viry. Antimikrobidlni aktivita
mastnych kyselin a monoacylglycerolti se odviji od délky jejich uhlikového fetézce a poctu

dvojnych vazeb.

K plsobeni monoacylglyceroli jsou citlivé predevSim bakterie s bunéfnou sténou
grampozitivniho typu. Pfi¢inou vyssi odolnosti gramnegativnich bakterii k pusobeni
monoacylglycerolii jsou pravdépodobné rozdily ve stavbé bunééné stény [38, 39, 40]. U
grampozitivnich bakterii je bunééna sténa tvotfena silnou vrstvou peptidoglykanu, pies kterou
smérem k povrchu bunky probihaji linedrni fetézce teichoovych kyselin. Bunécénd sténa
gramnegativnich bakterii je tenci, tvoii ji pouze tenké vrstva peptidoglykanu, nad kterou je tzv.
vnéj§i membrana. Ta svoji stavbou pfipomina membranu cytoplazmatickou a poskytuje

gramnegativnim bakteriim dal$i ochrannou vrstvu [41].

Podle mnohych autort jsou z hlediska antimikrobialni aktivity nejuc¢innéjsi monoacylglyceroly

kyselin kaprinové a laurové.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Isaacs a kol. uvadi, ze mastné kyseliny a jejich monoacylglyceroly, které obsahuji 8 az 12 uhlika
Vv fetézci mastné kyseliny vykazuji vysSi antivirovou a antibakterialni aktivitu v porovnéni
s jejich homology s del$imi fetézci. Antibakterialni aktivita nasycenych mastnych kyselin se

projevuje piedevsim proti bakteriim grampozitivnim [42].

Antimikrobni G¢inky monoacylglycerolti pfipravenych katalytickou reakci glycidolu s mastnymi
kyselinami se zabyvali na Fakult¢ technologické Razicka a kol. Tato studie byla zaméfena na
ucinky dvou typtt MAG (monokaprinu a monolaurinu). Antimikrobni u¢inky byly studovany na
bakteriich, kvasinkédch a plisnich. Vysledky ukazaly, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
monokaprinu byla 100 — 250 mg/l. Pfi této koncentraci byl MAG schopen zastavit ¢innost
nékterych testovanych kvasinek a grampozitivnich bakterii. V koncentraci 100 — 400 mg/l
zastavil rast plisni. Nékteré z testovanych mikroorganizma byly vici ucinku monokaprinu
rezistentni, a to nékteré gramnegativni bakterie a také pliseit Mucor racemosus. Antimikrobni
ucinek monolaurinu byl zfetelny zejména u grampozitivnich bakterii. Minimalni inhibi¢ni

koncentrace se pohybovala v rozmezi 20 — 200 mg/I.

V nedavné dobé byla prokdzdna i dobrd ucinnost monoacylglyceroli s jedenacti uhliky.
Vysetiovala se antimikrobni aktivita monoacylglyceroll s lichym poétem uhlikd pfipravenych
z undekanové (MAG C11:0) a undecenové kyseliny. Vysledky ukézaly, ze obé studované
kyseliny uspé$né inhibovaly Gram pozitivni koky (Staphylococcus aureus) a sporotvorné
ty¢inky (Bacillus cereus). Gram negativni bakterie byly vysoce odolné proti monoacylglycerolu
C11:0 a vykazaly i1 znacnou toleranci vii¢i monoacylglycerolu C11:1. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) monoacylglycerolu C11:1 byla mozna urcit pouze pro Escherichia coli.
Kompletni inhibice téi rodd hub (Alternaria, Cladosporium a Trichothecium) bylo dosazeno
pouzitim monoacylglycerolu C11:1 v koncentraci vyssi nez 750mg/ml. Rist Aspergillus niger,

Mucor racemosus, Trichoderma, Phoma a Scopulariopsis byl vyrazné snizen.

Obecné Ize fici, Ze monoacylglacerol C11:1 byl u¢inn€jsi nez monoacylglycerol C11:0 u vSech
testovanych mikroorganizmt. Testované mikromycety produkuji znacnou skalu rozkladnych
enzymt, V pfitomnosti monoacylglycerolti byla pozorovana schopnost adaptace metabolizmu a

nékteré mikromycety byly schopny vyuzit testované monoacylglyceroly jako zdroj uhliku.

Biocidni potencial monoacylglycerolii se tidi charakterem mastnych kyselin vazanych na
glycerol. Kyselina laurova tvofi nejucinnéj$i nasycené a kyselina palmitoolejova tvoii
nejucinnéjsi nenasycené derivaty. Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem a jejich

monoacylglyceroly vykazuji vyssi aktivitu nez ty s dlouhym fetézcem [43]
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2.2.1 Mechanismus inhibi¢niho u¢inku monoacylglyceroli na plisné

Mechanismus pisobeni monoacylglycerolit neni dosud zcela znamy. Inhibi¢ni Ucinek je
pfisuzovan mastnym kyselinam, které maji spolu se svymi estery (na rozdil od antibiotik)
neékolik nespecifickych mechanismii G¢inku. Mastna kyselina a jeji derivaty pronikaji do
cytoplazmatické membrany a ptsobi jeji deformaci, tim je porusena jeji sSemipermeabilita. Druha
z hypotéz tvrdi, Ze mastné kyseliny pronikaji dovnitf bun€k a pisobi jejich okyseleni. Snizeni pH

poté muze vést k inaktivaci enzymu.
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PRAKTICKA CAST
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3  MATERIAL A POUZITE METODY

3.1 Material

3.1.1 Mikroorganizmy

Penicillium candidum
Penicillium vulpinum
Aspergillus niger
Penicillium camemberti
Phoma sp.
Trichothecium roseum
Alternaria brassicicola

Scopulariopsis sp. (izolat A)

© 0o N o g b~ w D=

Penicillium roqueforti

[HEN
o

. Scopulariopsis sp. (izolat B)

[EEN
[EEN

. Rhizopus sp.

[EEN
N

. Trichoderma sp.

[EN
w

. Glyocladium virens F8042

[EEN
IS

. Paecilomyces variotii F398

[EEN
ol

. Aspergillus niger F8155

[EEN
(2]

. Chaetomium globosum F8156

[EEN
\‘

. Penicillium funiculosum F8080

3.1.2 Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly byly vyrobeny adici pfislusnych kyselin (Sigma Aldrich, Praha) na glycidol
(oxiran-2-yl)metanol (Sigma Aldrich, Praha) za katalyzy chromium (III) acetat hydroxidu
[Cr3(CH3COO0);](OH), (Sigma Aldrich, Praha) postupem podle Jani§ a kol. (2000). Vyrobené
produkty byly purifikovany rekrystalizaci v etanolu a filtraci. Jejich ¢istota byla ovérena vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Monoacylglyceroly byly vyrobeny v laboratofich
Ustavu tukd, tenzidt a kosmetiky (UTTTK) Univerzity Tomase Bati ve Zling.

Zasobni roztoky jednotlivych monoacylglycerolit 0 koncentraci 10 % (w/v) byly ptipraveny

rozpusténim pfislusné navazky MAG v 96 % etanolu.
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Pro testovani vlivu monoacylglycerolii na rlst potravindisky vyznamnych mikromycet byly
zvoleny nize uvedené monoacylglyceroly:

Monoacylglycerol kyseliny kaprylové- MAG C8:0
Monoacylglycerol kyseliny kaprinové- MAG C10:0
Monoacylglycerol kyseliny undekanové- MAG C11:0
Monoacylglycerol kyseliny laurové- MAG C12:0

Monoacylglycerol kyseliny palmitové- MAG C16:0

3.1.3 Dalsi pouzité chemikalie:
96 % Ethanol

Destilovana voda

3.1.4 Kultivaéni pady
Po stanoveni uc¢inku monoacylglyceroli na rist mikromycet bylo pouzito komeréné¢ dodavané
kultivaéni médium Sabouraud agar (SAB, Hi-Media). Tato zivna ptda byla sterilizovana
Vv autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 20 minut.
3.1.5 Pomiicky a pristroje

Mikropipety

Autoklav

Plastové 1 sklenéné Petriho misky

Plastové zkumavky s uzédvérem

Lzicka

Jehla- oc¢kovaci

Analytické vahy

Popisovaci fix

Kahan

Sklenéné lahve 0,51 s uzavérem
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Sklenéné lahve 1,01 s uzavérem
Kédinka 50 ml

Fotoaparat

Stativ

Program na PC ACC 32

3.2 Metody

3.2.1 Priprava kultiva¢ni pady

Kultivaéni pida Sabouraud Agar byla ptipravena do sklenéné sklenice s plastovym uzavérem.
Podle navodu na obalu se na 1 litr destilované vody navazi na analytickych vahach 65 g pidy.
Puda byla sterilizovana v autoklavu pii 121°C po dobu 20 minut.

Po sterilizaci v autoklavu byly do pud ochlazenych na 60°C pfidany jednotlivé MAG ve formé
10 % roztoku, tak aby vysledna koncentrace MAG v médiu byla 250, 750, 1000 a 1500 pg/ml.
Pady byly nasledné nality na Petriho misky a ponechany vyschnout pfi laboratorni teploté do
druhého dne.

3.2.2 Oc¢kovani mikromycet

Zaockovani kultivaéni pidy vybranymi druhy mikromycet bylo provedeno vpichem ockovaci
jehlou. Po zaoCkovani byla Petriho miska ihned uzaviena, aby nedoslo k nezadouci kontaminaci
mikroorganizmy z prostiedi a ze vzduchu. Jednotlivé misky byly peclivé popsany a kultivovany
pii laboratorni teploté¢ 14 dnid. Od kazdé koncentrace kazdého monoacylglycerolu, 1 Cisté

kultivacni pidy bez pfidavku monoacylglycerolu, byly naockovany dvé Petriho misky.

3.2.3 Hodnoceni rustu mikromycet

Béhem kultivace byly jednotlivé Petriho misky fotografovany. Pii pofizovani fotografii byl ke
kazdé misce pfiloZen Stitek Cervené barvy o rozmérech 2 x 4 cm. Tento Stitek slouzil pfi

obrazové analyze jako méfitko pro vypocet plochy kolonii. Fotografie byly vhodné popsany a
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vypocet plochy kolonii byl proveden s pouzitim pocitacového programu pro analyzu obrazu
ACC 32.

Fotografie byly pofizovany denné po celou dobu kultivace, tedy 14 dni. PocCitaCova analyza
obrazu umoznila zméfit plochu kolonii jednotlivych mikromycet a tyto hodnoty byly
zaznamenavany do tabulek. Inhibi¢ni G¢inek monoacylglyceroli byl vyjadien jako index rustu
(IR) po 7 a 14 dnech kultivace. Hodnota IR srovnava velikost kolonie mikromycety rostouci na
padé s ptidavkem urcité koncentrace MAG s velikosti kolonie kontrolni kultury, tedy

mikromycety rostouci na pudé bez piidavku MAG:

IR (%) = plocha kolonie (MAG) < 100
v plocha kolonie kontroly

Hodnoty indexu riistu byly zaneseny do tabulek a byly zhotoveny grafy pro jednotlivé testované

mikroorganizmy.
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4 VYSLEDKY

Antimikrobidlni G¢inek monoacylglyceroli byl studovan na Sirokém spektru potravinaisky
vyznamnych mikromycet. Zkoumany byly G¢inky téchto monoacylglycerola: monoacylglycerol
kyseliny kaprylové (MAG (C8:0), monoacylglycerol kyseliny kaprinové (MAG C10:0),
monoacylglycerol Kyseliny undekanové (MAG C11:0), monoacylglycerol kyseliny laurové
(MAG C12:0) a monoacylglycerol kyseliny palmitové (MAG C16:0).

4.1 Vliv monoacylglycerolii na rust bakterii

Byla zvolena skupina péti monoacylglyceroli. Testovany byly MAG nasycenych mastnych
Kyselin se sudym poétem uhliki (MAG kyseliny kaprylové MAG C8:0, MAG kyseliny
kaprinové MAG C10:0, MAG kyseliny laurové MAG C12:0, MAG kyseliny palmitové MAG
C16:0) a MAG nasycenych mastnych kyselin s lichym poc¢tem uhliki (MAG kyseliny
undekanové MAG C11:0).

Tyto uvedené MAG byly testovany na patnécti druzich vlaknitych mikromycet. Rist vldknitych
hub na pevném médiu Sabouraud Agar byl dokumentovan pofizenim fotografii, které byly

nasledné zpracovany pomoci obrazové analyzy s vyuzitim pocitacového programu ACC32.

Hodnoty indexu rustu jednotlivych mikromycet rostoucich v pfitomnosti péti monoacylglycerolt

jsou formou grafli prezentovany v nasledujicich podkapitolach.

4.1.1 Vliv monoacylglyceroli na rist Penicillium candidum

Antimikrobidlni U¢inky vybranych monoacylglycerolt na rtst Penicillium candidum byly
sledovany za pouziti téchto koncentraci MAG: 250, 500, 1000 a 1500 pg/ml.

Piipadny inhibi¢ni ti¢inek monoacylglyceroli po 7 dnech kultivace byl hodnocen jako index

rustu a je graficky znazornén na obr 10.

Pokles hodnoty indexu ristu byl zaznamenan se zvySujici se koncentraci monoacylglyceroli.
Nejlepsi inhibi¢ni ucinky na rist a mnozeni Penicillium candidum byly zjistény pro MAG
kyseliny kaprinové (MAG C10:0). Pro tento MAG v koncentraci 500, 1000 a 1500 pg/ml nebyl
zaznamenan zadny rist a doslo tedy k uplné inhibici ristu. Nejnizsi t€¢innost byla pozorovana u
MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0), u kterého je viditelny rast pifi vSech pouzitych
koncentracich. U MAG kyselin laurové a undekanové (MAG C12:0 a MAG C11:0) je patrny

znaény pokles ristu mikromycet oproti kontrolnimu vzorku bez pfidavku MAG. Tento inhibi¢ni
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fv v

nevedlo ke zlepseni antifungalni aktivity a index rustu byl téméf stejny i v rozmezi koncentraci

500 - 1500 p/ml.

Ackoli byla po 7 dnech kultivace pozorovana inhibice rastu P. candidum zpusobena pfitomnosti
monoacylglycerolii v médiu, po 14 dnech kultivace byl zaznamenan narist mikromycety po celé

ploSe Petriho misky a to nejen u kontrolniho vzorku, ale i u v§ech vzorkut s pfidavkem MAG.
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Obr. 10. Vliv monoacylglycerolt na rast Penicillium candidum po 7 dnech kultivace.

4.1.2 Vliv monoacylglyceroli na rist Penicillium vulpinum

Utinky vybranych monoacylglycerolii na réist Penicillium vulpinum byly studovany ve stejnych
koncentracich jako u P. candidum a u¢inek MAG byl hodnocen jako index rustu. Vysledky jsou

a graficky znazornény na obr 11.

Pokles hodnoty indexu rhstu byl zaznamenan se zvysujici se koncentraci monoacylglyceroli.
Nejlepsi inhibi¢ni G¢inky na rGst a mnozeni Penicillium vuplinum byly zjistény pro MAG
kyseliny undekanové (MAG C11:0), kde uz pii koncentraci 500ug/ml nebyl zpozorovan rust P.
vulpinum a doslo tedy K tplné inhibici ristu. Velmi dobré antimikrobialni G¢inky vykazal také
MAG kyseliny kaprylové (MAG C8:0), kde jesté pii koncentracich 500 a 1000pug/ml dosahl po 7
dnech kultivace index rastu hodnot 1,965 a 2,416 %, po 14 dnech se index rustu zvysil na
hodnoty 10,644 a 8,847%, jak je vidét na obr. 12.
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Obr. 11. Vliv monoacylglycerold na rtst Penicillium vulpinum po 7 dnech kultivace.
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Obr. 12. Vliv monoacylglyceroli na rist Penicillium vulpinum po 14 dnech kultivace.

4.1.3 VIiv monoacylglycerou na ruast Penicillium roqueforti
Pro sledovani u¢inkt monoacylglyceroli na rist Penicillium roqueforti byly zvoleny

stejné koncentrace MAG jako v piipadé Penicillium vulpinum. Vysledky vyjadiené jako
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index rustu uvadi obr. 13.

Nejlepsi inhibi¢ni u¢inky na rGst a mnozeni Penicillium roqueforti byly zjistény pro MAG
kyseliny kaprinové (MAG C10:0), kdy pii koncentraci 250 pg/ml nedoslo k rustu a index rustu
byl roven hodnoté 0, pti vyssi koncentraci 500 pg/ml vlaknité mikromycety na povrchu Petriho
misky rostly, ale jejich index rustu byl roven pouze hodnoté 31,566 %. Nejhorsi antimikrobni
uCinek byl prokdazan u MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0), kde zvlast¢ pii nizSich
koncentracich 250 a 500 pg/ml hodnoty indexu byly stéle vysoké 95,454 a 88,774 %. Spatné
inhibi¢ni G¢inky byly sledovany i u MAG kyseliny laurové (MAG C12:0), kde pfi koncentraci
250 a 500 pg/ml doslo také jen k poklesu indexu rustu na 86,890 a 84,163 %.

Po 14ti denni kultivaci se nejlepsi antimikrobidlni ucinek opét projevil u MAG kyseliny
kaprinové (MAG C 10:0). Indexy rastu vzrostly u téméf vSech monoacylglycerold, jen u MAG
kyseliny palmitové (MAG C 16:0) se index rlstu po 7 dnech snizil, jak je vidét na obr. 14.
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Obr. 13. Vliv monoacylglyceroli na rast Penicillium roqueforti po 7 dnech kultivace.
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Obr. 14. Vliv monoacylglycerolt na rust Penicillium roqueforti po 14 dnech.

kultivace

4.1.4 Vliv monoacylglaceroli na rust Penicillium camemberti
Vliv monoacylglycerolii na riist P. camemberti je graficky zndzornén na obr. 15.

Nejlepsi inhibi¢ni G¢inky na rist a mnozeni Penicillium camemberti byly prokazany u MAG
kyselin kaprinové a undekanové. U MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0) jsou
antimikrobialni u¢inky znat jiz od koncentrace 500 pg/ml, kdy byl index rdstu snizen pod
hodnotu 3,587 %. U koncentraci 1000 a 1500pg/ml nebyl zaznamenan Zadny rast a doslo k
uplné inhibici rdstu. Nejmensi ucinek byl zaznamenam u MAG kyseliny palmitové (MAG
C16:0), kde index rdstu u koncentrace 500 ug/ml Kklesl jen na hodnotu 62,619 %. U MAG
kyseliny laurové (MAG C12:0) byl nejvétsi inhibi¢ni efekt pozorovan u koncentrace 1000
ug/ml, kde byl index rlstu sniZen na hodnotu 11,997 %.

.I pfes obsah monoacylglyceroli v zivné pudé doslo k narustu kolonii Penicillium Camemberti

po 14-ti denni kultivaci na celé ploSe Petriho misky.
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Obr. 15. Vliv monoacylglyceroli na rast Penicillium camemberti po 7 dnech kultivace.

4.1.5 Vliv monoacylglycerolii na rust Penicillium funiculosum F8080

Pro sledovani u¢inkli monoacylglycerolii na rast Penicillium funiculosum byly studovany na
stejnych koncentracich jako ostatni mikromycety 250- 1500 pg/ml.

Index rlstu je graficky zndzornén na obr. 16.

Nejlep§i inhibi¢ni ﬁéinky na rust a mnozeni Penicillium funiculosum byly zjiétény pro MAG
testované koncentraci, tedy koncentraci 250 pg/ml. Jako u€inny se z antimikrobidlniho hlediska
jevi i MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0), u kterého byl zastaven riist mikromycet pfi
koncentraci 1500 pg/ml. Témeét zadny inhibi¢ni vliv nemél MAG kyseliny laurové (MAG C
12:0).

Po 14 dnech kultivace doslo k tomu, ze vSechny Petriho misky, kontrolni vzorky i vzorky, které
obsahovaly MAG, byly prorostlé po celé plose koloniemi Penicillium funiculosum, a prot nebylo

mozn¢é je graficky znazornit.
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Obr. 16. Vliv monoacylglycerolt na rast Penicillium funiculosum po 7 dnech kultivace.

4.1.6 Vliv monoacylglycerolu na rust Aspergillus niger

Pro studium U¢inkii vybranych monoacylglycerolti na rast Aspergillus niger byly pouzity
koncentrace MAG:250-1500ug/ml jako u ostatnich mikromycet.

Po 7denni kultivaci byl zhodnocen ucinek monoacylglycerolli na potlaceni ristu mikromycet

jako hodnota indexu rastu. Jeho vysledek byl zaznacen do grafu na obr. 17.

Snizujici se hodnota indexu ristu byla zjisténa se zvySujici se koncentraci monoacylglyceroli.
MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0) snizil IR nejvice. Od koncentrace 1000pug/ml dochazi
k zastaveni rustu a nastava Uplnad inhibice rdstu. Dal$i monoacylglycerol, u kterého byly
prokazany dobré antimikrobidlni G¢inky je MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0), kde byl
index rdstu snizen u koncentrace 500 ug/ml na hodnotu 51,753 %, u vyssich koncentraci byl
snizen az na 22,384 %. U MAG kyseliny kaprylové (MAG C8:0) je antimikrobialni u¢inek znat
az pti koncentraci 1500ug/ml, kdy klesl index rtstu na hodnotu 7,734 %. Nejslabsi inhibi¢ni
uc¢inek na rast A. niger mél MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0).

Testované MAG prokazali svlij antimikrobni G¢inek uz po 7 dnech kultivace byly
narostlé kolonie Aspergillus niger po celé Petriho misce. U grafického znazornéni bylo dosazeno
100% indexu ristu.
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Obr. 17. Vliv monoacylglycerolt na rist Aspergillus niger po 7 dnech kultivace.

4.1.7 Vliv monoacylglyceroli na rist Aspergillus niger F8155

Pro sledovani G¢inkii monoacylglyceroltt na rust Aspergillus niger byly studovany na
koncentracich MAG: 250, 500, 1000, 1500 pg/ml.

Index rlstu a graficky zndzornén na obr. 18.

Pokles hodnoty indexu rustu byl zaznamenan se zvysujici se koncentraci monoacylglycerolt.
Nejvyssi aktivitu vaci Aspergillus niger F8155 maji MAG kyseliny palmitové, MAG kyseliny
undekanové a MAG kyseliny kaprinové. MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0) uplné zabranil
rustu mikromycet uz pii koncentraci 250 ug/ml. U MAG kyseliny undekanové pti koncentraci
1000 pg/ml nedoslo k ristu mikromycet. MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0) zastavil rist A.
niger pii koncentracich 250 a 500 pg/ml. U koncentrace 1000 pg/ml byla hodnota indexu ristu
1,550 % a u koncentrace 1500 pg/ml byla 1,289 %. NejhorSi antimikrobialni ucinky byly
prokazatelné u MAG kyseliny laurové (MAG C12:0). Jako S$patny inhibitor se ukazal i MAG
kyseliny kaprylové (MAG C8:0) pti koncentraci 250 pg/ml, kdy dosahoval hodnoty 70,442 %.
Testované MAG prokazali svilj antimikrobidlni ¢inek uZ po 7 dnech kultivace, ovSem po 14
dnech kultivace byly mikromycet rozrosteny po celé plose Petriho misky. Grafické znazornéni

by dosahovalo u v§ech MAG 100%.
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Obr. 18. Vliv monoacylglycerolt na rust Aspergillus niger F8155 po 7 dnech kultivace.

4.1.8 Vliv monoacylglyceroli na rist Phoma sp.

Pro sledovani u¢inkti monoacylglyceroli na rist Phoma byly zvoleny

stejné koncentrace MAG jako v piipadé P. camemberti. Vysledky vyjadiené jako
index rastu uvadi obr. 19.

Inhibi¢ni u¢inky na riist a mnozeni Phoma sp. byly prokazany u MAG kyseliny kaprinové (MAG
C10:0), kde nedoslo k rastu po dobu 7 dni, vyhodnoceni bylo mozné az po 14 dnech kultivace,
kdy nastal rust mikromycety. Velmi dobré antimikrobialni ucinky vykazoval i MAG kyseliny
kaprylové (MAG C8:0), od koncentrace 500 pg/ml dosahl index rdstu hodnoty 9,548 %, u
vyssich koncentraci se jesté snizil. Po 14 denni kultivaci se hodnoty IR pro MAG C8:0 v rozmezi
koncentraci 500 - 1500 pg/ml mirn€ zvysily, avSak stale nepfesahovaly hodnotu 20 %. Nejmensi
antimikrobialni G¢inky vykazoval MAG kyseliny laurové (MAG C12:0). Antimikrobialni i¢inek
po 14-ti denni kultivaci byl vyhodnocen jako index ristu a znazornén graficky na obr. 20.
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Obr. 19. Vliv monoacylglycerolii na rast Phoma sp. po 7 dnech kultivace.
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Obr. 20. Vliv monoacylglycerolt na rust Phoma sp. po 14 dnech kultivace.

4.1.9 Vliv monoacylglyceroli na ruast Trichothecium roseum

Rist Trichothecium roseum v piitomnosti MAG byl sledovan ve stejnych koncentracich jako u
ostatnich druhtt mikromycet, tedy 250, 500, 1000, 1500 pg/ml.
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Indexem rustu byl vyhdnocen inhibi¢ni G¢inek po kultivaci 7 dni rlstu a znazornén jako graf na

obr. 21, ucinek po 14 dnech kultivace je vyjadien na obr. 22.

U Trichothecium roseum byl testovan jako MAG s nejlep§imi antimikrobialnimi vlastnostmi
MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0), u kterého doslo k vyraznému poklesu uz pfi
koncentraci 250 pg/ml na hodnotu 47,801 %. MAG kyselin undekanové (MAG C11:0) a laurové
(MAG C12:0) mély téméf stejné antimikrobni G¢inky a mezi zvolenymi monoacylglyceroly se
kaprinové (MAG C10:0) byl antimikrobni ti¢inek prokazan pii koncentraci 1500 pg/ml, kdy uz
doslo ke kompletni inhibici riistu. Po 14 denni kultivaci doslo k navySeni indext rlstu u témét
vSech monoacylglycerol, predevsim pii koncentraci 250 pg/ml. Jen u MAG kyseliny kaprylové

se index rustu snizil uz od koncentrace 250 pg/ml.
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Obr. 21. Vliv monoacylglyceroli na rust Trichothecium roseum po 7 dnech

kultivace.
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Obr. 22. Vliv monoacylglycerolt na rust Trichothecium roseum po 14 dnech

kultivace.

4.1.10 Vliv monoacylglycerolii na riust Alternaria brassicicola

Na obr. 23 je graficky znazornén index rustu Alternaria brassicicola po 7 dnech kultivace v
ptitomnosti testovanych monoacylglyceroli.

Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu mély MAG kyseliny kaprinové (MAG C 10:0), kde doslo k tplné
inhibici rastu. Velmi dobré antimikrobidlni u¢inky vykazuje i MAG kyseliny kaprylové (MAG C
8:0), kde uz pii koncentraci 500 pg/ml byla hodnota indexu ristu 3,149 % a pii koncentraci 1000
ug/ml nebyl zjistén rist této plisné.

Po 14 dnech kultivace doSlo k tomu, Ze vSechny Petriho misky- kontrolni vzorky i1 vzorky
obsahujici MAG- byly i pies obsah MAG v zivné pudé K prorosteni kolonii A. brassicicola po

celé plose. Proto nebylo mozné graf znazornit.
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Obr. 23. Vliv monoacylglycerolii na rust Alternaria Brassicicola po 7

dnech kultivace.

4.1.11 Vliv monoacylglyceroli na rist Scopulariopsis sp. (izolat A)

Utinek monoacylglycerolt na riist Scopulariopsis byly zvoleny stejné koncentrace jako u vyse
zminénych vldknitych hub.

Podobné¢ jako u Alternaria brassicicola byl nejlepsi MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0),viz
obr. 24 a obr. 25, kde ke kompletni inhibici rustu doslo pti koncentracich 250, 500 a 1500pg/ml.
Antimikrobni G¢inky byly prokazany i u MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0) s uplnou
inhibici rustu pti koncentraci 1500 pg/ml. Dobry inhibi¢ni ucinek byl pozorovan i u MAG
kyseliny kaprylové (MAG C8:0), v koncentraci 1000 pg/ml byl rtst Scopulariopsis sp. potlacen.
Nejhorsi antimikrobni G¢inky byly prokazany u MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0).
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Obr. 24. Vliv monoacylglyceroli na rast Scopulariopsis sp. (izolat A) po 7

dnech kultivace.
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Obr. 25. Vliv monoacylglycerolt na rust Scopulariopsis sp. (izolat A) po 14 dnech
kultivace.

4.1.12 Vliv monoacylglycerolu na rast Scopulariopsis sp. (izolat B)

Utinky vybranych monoacylglyceroli na rist Scopulariopsis sp. byly studovany na vybranych
koncentracich MAG: 250, 500, 1000, 1500 pg/ml.

Ptipadny t¢inek MAG po 7denni kultivaci byl hodnocen jako index ristu a graficky znazornén

na obr. 26, graficky znazornén je i pfipadny antimikrobialni G¢inek po 14-ti denni kultivaci na
obr. 27.
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Pokles hodnoty indexu riistu byl zaznamenan se zvySujici se koncentraci monoacylglyceroli.
Nejlepsi inhibi¢ni G¢inky na rist a mnozeni Scopulariopsis sp. byl zjistén pro monoacylglycerol
mastné kyseliny s 10-ti uhliky v molekule, tedy pro MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0),
kdy byl hydrolyzou triacylglycerolu a pii koncentracich 250 a 500 pg/ml prokazana uplna
inhibice rustu této plisné. Pii koncentraci 1000 pg/ml byla hodnota indexu rastu 3,189 % a u
koncentrace 1500 pg/ml byla hodnota 1,259 %. Relativné dobré antifungalni G¢inky mél i MAG
kyseliny undekanové (MAG C11:0) pii koncentraci 1500 pg/ml, kdy hodnota indexu ristu
dosahovala pouze 3,132 %. Slaba antimikrobialni aktivita byla zjistétna u MAG kyseliny
palmitové (MAG C16:0), kdy hodnota indexu ristu u koncentrace 500ug/ml neklesla pod
75,119 %.

| po 14-ti denni kultivaci se nejlepsi antimikrobidlni ucinky projevily u MAG kyseliny kaprinové
(MAG C10:0). Pti koncentraci 250 a 500 pg/ml nedoslo k narustu mikromycet, pfi koncentraci
1000 pg/ml byla hodnota indexu ristu 19,034 % a pfi koncentraci 1500 pg/ml byla hodnota
12,620 %. U MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0) narostly po 14-ti denni kultivaci kolonie
mikromycet po celé Petriho misce, proto je mozné konstatovat, ze je monoacylglycerolem

s nejhor§imi antimikrobidlnimi G¢inky.
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Obr. 26. Vliv monoacylglyceroli na rast Scopulariopsis sp.(izolat B) po 7 dnech

kultivace.
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Obr. 27. Vliv monoacylglyceroli na rast Scopulariopsis sp. (izolat B) po 14 dnech

kultivace.

4.1.13 Vliv monoacylglyceroli na rast Rhizopus

Pro studium u¢inkd studovanych monoacylglyceroli na rist Rhizopusl byla zvolena $kala
koncentraci: 250- 1500 pg/ml.

Hodnoty indexu ristu po 7denni kultivaci jsou znazornény na obr. 28.

MAG kyseliny kaprinové (MAG C 10:0),snizil index rustu nejvice, u koncentrace 500 pg/ml
dosahoval indexu rustu 4,019 % a u koncentrace 1500 pg/ml jen 1,559 %. Nenizsi
antimikrobialni ucinek byl viditelny u MAG kyseliny palmitové (MAG C 16:0), kde doslo
k poklesu indexu ristu u koncentrace 250ug/ml na hodnotu 69,15 % a u koncentrace 500 pg/ml
na hodnotu 65,769 %. U MAG kyseliny undekanové doslo k nejvétsimu poklesu indexu rustu u
vSech koncentraci, u koncentrace 250pug/ml dosahovala hodnota indexu ristu jen 28,939 %, coz
je nejméné ze zkoumanych monoacylglycerola.

Grafické znazornéni kultivace po 14 dnech neni mozné, nebot’ kolonie Rhizopus byly prorostlé

po celé plose Petriho misek u vSech testovanych MAG.
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Obr. 28. Vliv monoacylglyceroli na rist Rhizopus sp. po 7 dnech kultivace.

4.1.14  Vliv monoacylglyceroli na riast Chaetomium globosum F8156

Utinky vybranych monoacylglycerolit na riist Chaetomium globosum byly studovany na
vybranych koncentracich MAG: 250, 500, 1000, 1500 pg/ml.

Ptipadny tc¢inek MAG po 7denni kultivaci byl hodnocen jako index ristu a graficky znazornén
na obr. 29.

Pokles hodnoty indexu ristu byl zaznamenan se zvysujici se koncentraci monoacylglycerolt.
Nejlepsi inhibiéni G¢inky na rist a mnozeni Chaetomium globosum byly zjistény pro
monoacylglyceroly kyselin s 10-ti a 12-ti uhliky v molekule, tedy pro MAG kyseliny kaprinové
(MAG C10:0) a MAG kyseliny laurové (MAG C12:0), v jejichz pfitomnosti tato plisen nerostla
uz pii koncentraci 250 pg/ml. Nejhorsi antimikrobni ucinek se projevil pro MAG kyseliny
kaprylové (MAG C8:0), kde pii koncentraci 250 ug/ml byla hodnota indexu rustu 80,294 %.

Po 14-ti denni kultivaci byly vysledky vyhodnoceny a grafické znazornéni rtstu v piitomnosti
MAG bylo u této mikromycety obdobné jako u A. brassicicola.
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Obr. 29. Vliv monoacylglycerolii na rust Chaetomium globosum po 7 dnech kultivace.

4.1.15 Vliv monoacylglyceroli na rist Paecilomyces variotii F398

Poslednim druhem mikropmycet, ktery byl testovan na citlivost k plisobeni

monoacylglyceroltl byl Paecilomyces variotii. Rozmezi

testovanych koncentraci bylo stejné jako u ostatnich mikromycet, tedy 250 -

1500 pg/ml. Hodnoty indexu rdstu jsou zaznamenany na obr 30.

Nejvyssi aktivitu vaci Paecilomyces variotii maji MAG kyseliny kaprinové, palmitové a
undekanové. U MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0) nedoslo k ristu pii koncentraci 250 a
500 pg/ml, u koncentrace 1000 pg/ml byla hodnota indexu rastu 1,550 % a u koncentrace
1500ug/ml byla hodnota IR 1,289 %. U MAG Kkyseliny palmitové (MAG C16:0) nedoslo
K narustu mikromycet na Petriho misce jiz pii koncentraci 250 pg/ml. MAG Kkyseliny
undekanové (MAG C11:0) zabranil ristu mikromycet pii koncentraci 1000 pg/ml a doslo tedy
K Gplné inhibici rustu. Jako nejhorsi z péti zkoumanych monoacylglycerold se projevil MAG
kyseliny laurové. Jako $patny inhibitor se ukazal i MAG kyseliny kaprylové, jehoz IR hodnota
pii koncentraci 250 pg/ml Hydrolyzou triacylglycerolu byla 70,442 %.

I kdyz nebyl po 7 dnech kultivace byla pozorovana inhibice mikromycet Paecilomyces variotii
zpusobena ptitomnosti monoacylglycerolit v médiu, po 14 dnech kultivace byl zaznamenan
nartst mikromycety po celé ploSe Petriho misky a to nejen u vSech vzorkd, do kterych byl dodan

monoacylglycerol, ale i u kontrolniho vzorku
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Obr. 30. Vliv monoacylglycerolii na rast Paecilomyces variotii po 7 dnech kultivace.
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5 DISKUZE

Pro sledovani antimikrobialnich ucinki monoacylglyceroli bylo vybrdno pét
monoacylglycerolt, liSicich se vnavazané kyseliné 1 vlastnostech. Mezi témito
monoacylglyceroly byly MAG nasycenych mastnych kyselin (MAG kyseliny kaprylové, MAG
kyseliny kaprinové, MAG kyseliny laurové i MAG kyseliny palmitové) a MAG kyseliny
S lichym poctem uhliki v molekule (MAG kyselina undekanova). Kazdy monoacylglycerol byl
testovan ve ctyfech koncentracich (250, 500, 1000 a 1500 ug/ml) a pro studium vlivu MAG na
rust mikroskopickych vldknitych hub bylo vybrano patnact druhli potravinatsky vyznamnych
plisni. Z takto pofizenych snimkii mohl byt porovnan rist mikromycet v pfitomnosti urcité¢ho
monoacylglycerolu o uré¢ité koncentraci s ristem kontrolni kultury rostouci na pidé bez piidavku

MAG.

Z vysledkl experimentalni ¢asti diplomové prace vyplyva, ze nékteré monoacylglyceroly maji
schopnost zpomalit ¢i uplné€ potlacit rist mikromycet. Tato schopnost byla patrna zejména u
MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0), ktery se jevi téméf u vSech sledovanych mikromycet
jako nejlepsi inhibitor rastu. U tfinacti plisni z celkového poctu patnicti testovanych projevil
tento MAG nejvyssi inhibi¢ni aktivitu. Zbyvajici dva druhy mikromycet Penicillium vulpinium a
Trichoderma roseum byly sice také omezeny v ristu monoacylglycerolem kyseliny kaprinové,
avsak jiné MAG byly u¢inngjsi. Za dals$i monoacylglycerol se znaénymi antimikrobnimi u¢inky
byl oznaten MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0). Za MAG s nejslabs8imi inhibi¢nimi
ucinky byly na zaklad¢ dosazenych vysledkli oznaceny MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0)
a MAG kyseliny laurovée (MAG C 12:0). Pfitomnosti MAG C16:0 v médiu vétSina studovanych
plisni nebyla vyrazngji ovlivnéna. Pokud jde o MAG C12:0 lze fici, Ze tento MAG ma urcité
inhibi¢ni G¢inky na rist plisni, av§ak kompletni inhibice rlistu nebyla vétSinou zaznamenéna, a to

ani v nejvyssi testované koncentraci.

Zajimava byla také moZnost porovnani né€kolika druhli od jednoho rodu mikromycet a jejich
podobna i rozdilna citlivost na MAG. Od rodu Penicillium bylo zkoumano 5 druhi ( P.
candidum, P.vulpinum, P.camemberti, P. roqueforti, P.funiculosum). U vSech druht rodu
Penicillium byla vypozorovana jejich nizka citlivost na MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0).
Nejlepsi inhibi¢ni u¢inky na rist a mnozeni druhd rodu Penicillium byly zjistény pro MAG
kyseliny kaprinové (MAG C10:0). A velmi dobré antimikrobialni ucinky vykazaly také MAG
kyselin kaprylové (MAG C8:0), a undekanové (MAG CI11:0). Citlivost k témto
monoacylglycerolim se u jednotlivych druhti 1isi pouze v koncentraci. Na MAG kyseliny
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laurové (MAG C12:0) reaguji jednotlivé druhy Penicillium zna¢né rozdiln€. Na aktivit¢ MAG
kyseliny kaprinové (MAG C10:0) k rodu Penicillium se shoduji i studie Bunkové a kol (2010) a
Razicky a kol. (2003), které uvadi dobrou inhibi¢ni aktivitu MAG kyseliny kaprinové. Autofi
pisi 0 tom, Ze MAG C10:0 ma na rust téchto mikromycet vétsi vliv nez MAG C12:0, coz bylo

potvrzeno i v této diplomové praci.

Rod Scopulariopsis byl zastoupen 2 izolaty, které nebyly druhové urceny - Scopulariopsis sp.
(izolat A) a Scopulariopsis sp. (izolat B). U obou izolatd se projevily velmi dobré
antimikrobialni u¢inky MAG Kkyselin kaprinové (MAG C10:0), undekanové (MAG C11:0) a
laurové (MAG C 12:0). Nejhorsi inhibiéni G€inky byly pozorovany u MAG kyseliny palmitové
(MAG C16:0). Citlivost jednotlivych izolatd Scopulariopsis sp. se lisi u MAG kyseliny
kaprylové (MAG C8:0), zatimco Scopulariopsis sp. (izolat A) je k tomuto monoacylglycerolu
citlivy od nizkych koncentraci, u druhu Scopulariopsis sp. (izolat B) byly vyraznéjsi inhibi¢ni

ucinky pozorovany az ve vyssich koncentracich.

Oba druhy Aspergillus niger se v citlivosti na jednotlivé monoacylglyceroly zna¢né 1isi. Podobna
je jen jejich citlivost viici MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0).

Mikromycety byly ke zkoumanym MAG kyselin kaprylové (MAG C8:0), kaprinové (MAG
C10:0) a undekanové (MAG Cl11:0) citlivé, odolnost mikromycet klesala s narGstajici
koncentraci. Pomémé znacna odolnost téméf vSech studovanych mikromycet byla zjisténa
vi¢i MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0), kterd ptsobila ¢aste¢nou inhibi ristu mikromycet
az pii vysokych koncentracich. Nejrozdilngji se chovaly mikromycety k MAG kyseliny laurové
(MAG C12:0). Tato skuteCnost ukazuje, ze citlivost ¢i rezistence mikromycet k puisobeni

monoacylglycerolt zavisi i na konkrétnim druhu mikroorganizmu.
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6 ZAVER
V této praci byly studovany Uc¢inky péti monoacylglyceroll a jejich vliv na rast a mnozeni 15

vybranych druhti mikromycet.

Vysledky experimentalni ¢asti prace lze shrnout nasledovné:
o ucinek monoacylglycerolt je zavisly na typu navazané kyseliny
o nejvyssi inhibi¢ni u¢inek na rast mikromycet byl zjistén u MAG kyseliny kaprinové
(MAG C10:0) a MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0)
o nejvyssi odolnost mikromycet k ptisobeni monoacylglyceroli byla pozorovana u
MAG kyseliny palmitové (MAG C16:0), ktery byl v porovnani s ostatnimi MAG

témet neucinny

o citlivost mikromycet k MAG kyseliny kaprylové (MAG C 8:0) a MAG kyseli-
ny laurové (MAG C12:0) je zavisla na druhu mikromycet a koncentraci monoacyl-
glycerolu

o studované druhy rodu Penicillium maji podobnou citlivost ke v§em pouzitym;

monoacylgycerolim. Dva izolaty rodu Scopulariopsis maji také podobnou citlivost
na MAG, krom MAG kyseliny kaprylové (MAG C 8:0) kde se citlivost lisi. Naproti
tomu, u dvou riznych kment Aspergillus niger byly rozdily v citlivosti k jednotlivym
MAG znacné.

Na zaklad¢ zjisténych zavéru lze tvrdit, Ze monoacylglyceroly mohou byt idealni volbou pii
problematice zabezpeceni kvality a hledani novych, pokud mozno piirozenych latek s
antimikrobialnim u¢inkem. Jejich spektrum aktivity je Siroké, nepisobi jen na mikromycety,
ale i na kvasinky a bakterie a lidskym organizmem jsou dobfe snaseny. Jejich antimikrobni
ucinek je zavisly na koncentraci MAG a na druhu bakterie, kvasinky nebo mikromycety.

Nejvhodnéjsi se zdaji byt monoacylglyceroly kyselin se stfedné dlouhym fetézcem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] KLABAN, V., Svét mikrobii:ilustrovany lexikon mikrobiologie Zivotniho prostredi, Hradec
Kralové: Gaudeamus, 2001, ISBN 80-7041-687-4, 416 stran

[2] LEDERBERG, J.,, BLOOM, B.R., Encyclopedia of microbilogy, San Diego: Academic
Press, 2000, ISBN 0-12-226804-0, 1142 stran

[3] BEDNAR, M., FRANKOVA, V., SCHINDLER, J., SOUCEK, A., VAVRA, J. Lékaiska
mikrobiologie. Marvil, Praha 1996. 558 stran

[4] e-learningovy program, Obecna mikrobiologie, distan¢ni text, dostupné na cepac.cz

[5] e-learningovy program, Obecna mikrobiologie II, distan¢ni text, dostupné na cepac.cz

[6] OSTRY, V., Nebezpeci, kterd na nds ¢ihd v domdcnostech: Toxinogenni plisné a mykotoxiny
v potravindach [online], 1998, dostupny z WWW: http://www.chrp.szu/edukaccce/plisne.html
(cit. 11.2.2008)

[8] BETINA, V., Mykotoxiny-chémia-biologia-ekologia, Alfa Bratislava, 1990, ISBN 80-05-
00631-4, 285 stran

[9] GORNER, F., VALIK, 1", Aplikovand mikrobiologia pozivatin, Malé Centrum Bratislava,
2004, ISBN 80-967064-9-7, 528 stran

[10] Morfologie mikromycet, dostupny z WWW:
http://botany.upol.cz/atlasy/system/deuteromycotina.php (cit. 12.4.2012)


http://www.chrp.szu/edukaccce/plisne.html
http://botany.upol.cz/atlasy/system/deuteromycotina.php

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[11] BUNKOVA, L., DOLEZALOVA, M. Obecnd mikrobiologie. Vyd. 2. Zlin : UTB, 2010,
ISBN: 978-80-7318-973-0, 190 stran

[12] SILHANKOVA, L. Mikrobiologie pro potravindare. Vyd. 1. Praha : SNTL, 1983. ISBN 80-
200-1024-6., 304 stran

[13] VANA, J., Systém a vyvoj hub a houbovych organismii, 2.vyd, Karolinum Praha, 1998,
ISBN 80-7184-603-1, 164 stran

[14] TOMANKOVA, E., RADA, V., KILLER, J., Potravindiskd mikrobiologie, 1.vyd. Praha:
Ceska zemé&délska univerzita v Praze, 2006, ISBN 80-213-1583-0, 168 stran

[7]1 FASSATIOVA, O., Plisné a vidknité houby v technické mikrobiologii. Vyd. 1. Praha : SNTL,
1979, 80-04-824-79, 240 stran

[16] TRUSKOVA, 1. Zdravotné aspekty mykotoxinov. In SYKOROVA, S. — CHVILOVA, M.,
Mykotoxiny 2007. Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2007, ISBN 80-97011-06-5, s. 26-
27

[17] JANKOVSKY, L., Zdiklady mykologie., Vyd. 1., Brno : Mendelova zemedelska a lesnicka
univerzita, 2005, 106 stran

[18] RAY, B., Fundamental food mikrobiology, CRC Press, boca Raton, 2004, ISBN 0-203-
99825-1, 608 stran

[19] KUBATOVA, A., SAVICKA, D., et al, Miniatlas mikroorganismii [online]. Praha :
VSCHT, 2001 [cit. 2012-04-10]. Dostupné z WWW:
http://www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/obsah.htm



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

[20] MILLIGAN, C., The occurence of Fusarium mycotoxins in food processing and methods of
analysis, In SYKOROVA, S., CHVILOVA, M., Mykotoxiny, Praha: Vyzkumny ustav rostlinné
vyroby, 2007, ISBN 978-80-97011-06-5, s. 23-25

[21] KLABAN, V., llustrovany mikrobiologicky slovnik. 1.vyd. Praha: Galén, 2005, ISBN 80-
7262-341-9, 654 stran

[22] POLSTER, M., Nizsi houby v pozivatinach in Hruby, S., a kol, Mikrobiologie v hygiené
vyzivy, Avicenum Praha, 1984, strany 21-42

[23] studentsky web, nakresy mikromycet, dostupné z WWW:

www.primat.cz/vutbr-ffa/predmety/mikrobiologie-q9666/.../download (cit 30.5.2012)

[24] OSTRY, V., MALIR, F., Vidknité mikromycety (plisné), mykotoxiny a zdravi ¢lovéka, Brmo:
Narodni centrum oSetfovatelstvi a nelékatfskych zdravotnickych obord, 2003, ISBN 80-0701-
339-53, 349 stran

[25] BUNKOVA, L., et al. Inhibicni pusobeni 1-monoacylglycerolu na bakterie, Potravinaiska
revue, 2010, vol. 1, ISSN: 1801-9102, strany 82-85

[26] POKORNY, J., DUBSKA, L. a kol.: Technologie tukd, Praha SNTL, 1986

[27] KABARA, J.J., MARSHALL, D.L. Antimicrobials in Food. 3rd ed. Boca Raton: CRC
Press, 2005. Chapter 11, Medium-Chain Fatty Acids and Esters, s. 327-360

[28] DAVIDEK, J., JANICEK, G., POKORNY, J., Chemie potravin, SNTL, Praha, 1983, 629

stran


http://www.primat.cz/vutbr-ffa/predmety/mikrobiologie-q9666/.../download

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

[29] WHITEHURST, R. J., Emulsifiers in food technology, Blackwell Publishing, Oxford, 2004,
ISBN 0-203-99982-1, 244 stran

[30] Di- and monoacylglycerols [online], (cit. 6.4.2012), Dostupny z WWW:

<http:/www.lipidlibrary.co.uk>

[31] Chemie a technologie tenzidi a detergentu - systematika povrchove aktivnich latek, Zlin :
Cepac Morava, eLearningovy portal UTB Zlin, 2007. 57 s. Dostupné z WWW:

http://utb-files.cepac.cz/moduly/M0006_chemie_a_technologie_tuku_a_detergentu/

distanni_text_I11/M0006_chemie_a_technologie tuku_a_detergentu_distancni_text_iii.pdf

[32] BERGSSON, G., ARNFINNSSON, STEINGRIMSSON, 0., THORMAR, H., In vitro
killing of Candida albicans by fatty acids and monoglycerides. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 45, ISBN 3209-3212, 2001

[33] BOBALOVA, I. Studium moznosti syntézy monoacylglycerolu z glycidolu za katalyzy Cr
(11) komplexu. Zlin, 2001, Diplomova prace, UTB ve Zling, 75 stran

[34] PETSCHOW, B. W., et al. Susceptibility of Helicobacter pylori to bactericidal properties of
medium-chain monoglycerides and free fatty acids. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
1996, vol 40, strany 302-306

[35] CERVINKA, O., DEDEK, V., FERLES, M.: Organicka chemie, Praha, SNTL, 1970

[36] POSPISILIKOVA, V.: Pfiprava MAG z glycidolu katalyzovand organokovovymi komplexy,
diplomova prace VUT Brno, 1998

[37] LOK, C. M., MANK, A. P. J., WARD, J. P., Synthesis of glycidolesters and



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

mono/diacylglycerols from glycidol, Chemistry and Physics of Lipids, 36, 1956, strany 329-334

[38] ALTIERI, C., BEVILACQUA, A., CARDILLO, D., SINIGAGLIA, D. Effectiveness of
fatty acids and their monoglycerides against gram-negative pathogens. International Journal of
Food Science and Technology 44: 359-366, 2009

[39] KABARA, J. J., SWIECZKOWSKI, D. M., CONLEY, A. J., TRUANT, J. P., Fatty acids
and derivatives as antimicrobial agents, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2, 1972,
strany 23-28

[40] SKRIVANOVA, E., MAROUNEK, M., BENDA, V., BREZINA, P. Susceptibility of
Escherichia coli, Salmonella sp. and Clostridium perfringens to organic acids and monolaurin,

Veterinarni Medicina, 2006, vol. 51, strany 81 - 88

[41] BEDNAR, M., FRANKOVA, V., SCHINDLER, J., SOUCEK, A., VAVRA, J., Lékaiskd
mikrobiologie, Marvil, Praha 1996, ISBN 80-903-459-03, 558 stran

[42] Antimicrobial properties of 1-monoacylglycerols prepared from undecanoic (C11:0) and
undecenoic (C11:1) acid

[43] KELSEY, J. A. a kol.: Fatty acids and monoacylglycerols inhibit growth of Staphylococcus
aureus, LIPIDS, VOL. 41. no. 10, 2006



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MAG

MAG C8:0
MAG C10:0
MAG C11:0
MAG C12:0

MAG C16:0

monoacylglycerol

monoacylglycerol kyseliny kaprylové
monoacylglycerol kyseliny kaprinové
monoacylglycerol kyseliny undekanové
monoacylglycerol kyseliny laurové

monoacylglycerol kyseliny palmitové
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