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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva lipolytickou aktivitou bakterii, které jsou vyznamné
V potravinafstvi. Teoretickd ¢ast je vénovana lipolytickym enzymum, jejich mechanizmu
ucinku, faktorim, jez ovliviiuji jejich aktivitu a jejich klasifikaci. Dale jsou zde charakteri-
zovany metody, pomoci nichz lze lipolytickou aktivitu stanovit. Dalsi ¢ast je zaméfena na

potravinaisky vyznamné bakterie, které lipolytickou aktivitu vykazuji.

Prakticka ¢ast je zamé&fena na testovani lipolytické aktivity deseti vybranych mikroorgani-
zmd, nejdiive kultivacné pomoci Spirit Blue Agaru a poté plynovou chromatografii. Lipo-
lytickd aktivita vybranych bakterii byla sledovana ve vzorcich smetany a byla vyvijena
metodika pro extrakci tukové faze, pfipravu methyesterti volnych a vazanych mastnych

kyselin a jejich stanoveni plynovou chromatografii.

Kli¢ova slova: lipolyticka aktivita, bakterie, mastné kyseliny, methylestery mastnych kyse-

lin, plynova chromatografie

ABSTRACT

This diploma thesis deals with bacteria lipolytic activity which is important in food proc-
essing industry. The theoretical part is dedicated to lipolytic enzymes, to the mechanism of
their action, and to the factors that influence their activity and classification. Further, the
methods that enable the lipolytic activity determination are characterized here. The next
part is focused on significant bacteria in food processing industry. The bacteria that display

lipolytic activity.

The practical part is aimed for the lipolytic activity testing of ten chosen microorganisms.
At first, lipolytic activity was examined by cultivaton on Spirit Blue Agar and then by the
gas chromatography. Lipolytic activity of chosen bacteria was observed in samples of
cream. The methodology for lipid extraction, for fatty acid methyl esters preparation and

their gas chromatography determination was developed.

Keywords: lipolytic activity, bacteria, fatty acids, fatty acid methyl esters, gas chromato-
graphy
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UvVOD

Lipolytickd aktivita je schopnost dané¢ho organizmu S§tépit triacylglyceroly na glycerol a

volné mastné kyseliny. Latky, které tuto vlastnost zajistuji, jsou lipolytické enzymy.

Enzym je latka, kterd snizuje aktivacni energii pii reakcich, a proto je oznacovéana jako
biokatalyzator. Sklada se z n¢kolika slozek a pracuje na principu zamku a klice. Kinetika
enzymovych reakci spociva ve vytvoreni piechodného komplexu enzym-substrat. Piisobeni
enzymi je dano jejich specifitou. Ta mtize byt substratova nebo funkéni. Enzymy je mozno
také klasifikovat do n¢kolika skupin, patii mezi n€¢ oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy,
lyazy, ligazy a isomerazy, kazda skupina se dale déli do n€kolika podskupin. Enzymy
schopné §tépit tuk, jsou oznacované jako lipazy. Lipazy jsou déleny na esterazy, nckdy
oznacované jako karboxylazy a pravé lipazy neboli triacylglycerol acylhydrolazy. Lipazy

mohou byt ziskdvany jak z mikroorganizmd, tak i z rostlin a zivocicht.

Lipidy jsou estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu. Déli se na jednoduché, jez jsou
sloZzeny jen z mastné kyseliny a alkoholu a slozené, které kromé dvou zakladnich slozek
obsahuji i1 slozku dal§i. Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s alifatickym fetézcem.

Mohou se vyskytovat jako volné nebo vazané v esterech.

Mezi metody, které je mozno vyuzit pro stanoveni lipolytické aktivity, patii plynova chro-
matografie, kapalinova chromatografie, tenkovrstevna chromatografie, hmotnostni spekt-

roskopie, ¢i nuklearni magneticka rezonance.

Mezi bakterie s lipolytickou aktivitou jsou fazeny bakterie rodu Lactococcus lactis, Lacto-
bacillus, Brevibactrium, Propionibacterium, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, Sta-

phylococcus, Streptococcus a dalsi.

Tato diplomova préce je zaméfena na testovani lipolytické aktivity mikroorganizmi. Cilem
je stanovit, zda deset vybranych mikroorganizmu je schopno S$tépit lipidy a tvofit volné
MK. Zaroven je cilem prace ovéfit zda Ize lipolytickou aktivitu mikroorganizmi stanovit
pomoci rozdilného postupu ptipravy methylester mastnych kyselin. Stanoveni lipolytické
aktivity plynovou chromatografii vychazi z predpokladu, Ze pfi bazicky katalyzované este-
rifikaci dochazi k esterifikaci vazanych mastnych kyselin, zatimco volné mastné kyseliny
na methyestery stanovitelné¢ plynovou chromatografii prevedeny nejsou. Kysele katalyzo-
vana esterifikace naopak umoziiuje vznik methylesterti jak z vazanych, tak i z volnych

mastnych kyselin.
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1 LIPOLYTICKA AKTIVITA

V piirodé existuje velké mnozstvi riiznych mikroorganizmui, které maji lipolytickou aktivi-
tu. Mezi tyto mikroorganizmy se fadi nékteré druhy bakterii, kvasinek a plisni. Lipolyticka
aktivita je schopnost mikroorganizmt produkovat enzymy, které katalyzuji hydrolyzu tu-
ka, neboli triacylglycerolli na glycerol a mastné kyseliny. Enzymy s touto funkci jsou

oznacovany jako lipazy. [1, s. 8 — 12]

1.1 Lipolytické enzymy

Enzymy jsou latky, jejichz tikolem je katalyzovat veskeré reakce probihajici v zivych sou-
stavach. Pro pritb¢h veskerych biochemickych reakci je zapotiebi velké mnozstvi energie a
enzymy tuhle energii snizuji. Jsou proto oznacovany jako biokatalyzatory. Enzymy jsou
latky, které ovliviuji rychlost chemickych reaket, typicke je, Ze pfi téchto procesech nedo-
chazi ke spotfebovani enzymu, ten je po ukonceni reakce uvolnén v puvodnim stavu. En-
zymy mohou byt jednoduché nebo slozené. Jednoduchy enzym je pouze bilkovinna mak-
romolekula, zatimco slozeny enzym je kromé bilkovinné ¢asti tvotren také Casti nebilko-
vinnou. Bilkovinna ¢ast enzymu je oznacovana apoenzym, nebilkovinna ¢ast molekuly je
kofaktor. Je-li kofaktor navazan na bilkovinnou ¢ast molekuly pevnou kovalentni vazbou,
jedna se o prostetickou skupinu, ale pokud je pfipojen pouze pomoci slabych vazebnych
interakci, oznacuje se jako koenzym. Typickym rozdilem mezi apoenzymem a koenzymem
je, ze apoenzym slouzi jako pfenaseC napiiklad elektront nebo funkénich skupin, ale koen-
zym Ucastnici se chemickych reakci, se pii téchto reakcich méni, proto po jejich ukonceni
musi dojit k jeho regeneraci, aby se vratil do pivodniho stavu a mohl se opét Gcastnit pii
regulaci metabolizmu. Proto se také koenzym nékdy oznacuje jako kosubstrat neboli druhy

substrat. [2, s. 478], [3, s. 45 — 47] [4, s. 21], [5], [6, s. 8 — 10]

1.1.1 Mechanismus u¢inku enzymi

Enzymy pracuji na principu zamku a kli¢e. Kazd4d molekula enzymu mé v ur¢itém misté
pfesné uspofadané molekuly aminokyselin. Tohle misto je oznacovéano jako aktivni misto a
odpovida za katalytickou funkci enzymu. Do aktivniho mista se vaze ligand substratu, coz
je latka, kterd se ptisobenim enzymu méni, dojde k vytvotfeni komplexu ligand-substrat.
Tohle uskupeni je pouze prechodné, trva kratkou dobu a nésledné se rozpadéa na ptivodni

enzym a nov¢ vznikly produkt. [3, s. 45], [7, s. 87]
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1.1.2 Kinetika enzymovych reakei

Utinek enzymu spoéiva v tom, Ze jiz zminény vznikly komplex enzym-substrat snizuje
aktivaéni energii, coZz ddva moznost zahdjeni chemické reakce. Cim je aktivaéni energie
nizsi, tim rychleji mize dana reakce probihat. Rychlost probihajici reakce je mimo jiné
ovlivnéna i1 koncentraci pfitomného enzymu. Rychlost reakce se muze zvySovat az do
okamziku, nez dojde k nasyceni vSech molekul enzymu, poté k dalSimu zvySovani jiz dojit
nemuze. Také koncentrace substratu rozhoduje o tom, jak bude enzymaticka reakce probi-
hat, tedy jestli pobézi podle kinetiky 1. fadu nebo podle kinetiky nulového tadu. Kinetika
prvniho fadu tika, Ze rychlost reakce je pfimo imérnd koncentraci substratu, naopak kine-

tika nulového fadu tvrdi, ze rychlost reakce neni zavisla na koncentraci substratu. [4, S. 22]

Méfeni kinetiky enzymovych reakci jako prvni provedl A. Brown v roce 1902. Na jeho
praci navazali v roce 1913 L. Michaelis a M.L.Mentonova. A pravé Michaelisova konstan-
ta je velmi dalezita pro kazdy enzym, je pro néj charakteristicka a vyplyva pravé z kinetiky
enzymovych reakci. Oznacovana je pod zkratkou Kp,. Tato konstanta vyjadiuje koncentraci
substratu, pfi které je rychlost reakce rovna poloviné maximalni rychlosti. Tuhle zévislost
pravé vyjadiuje rovnice Michaelise a Mentonové. Jedna se o rovnici, kterd se fadi mezi
zakladni rovnice enzymové kinetiky vubec. Podle této rovnice ma zavislost rychlosti en-
zymov¢ reakce na koncentraci substratu tvar hyperboly. Ze zavislosti plyne, Ze pii zvysuji-
ci se koncentraci substratu dochazi ke zvySovani rychlosti enzymatické reakce, ale to jen
do ur¢ité doby, poté se reakeni rychlost pfestane témét zvySovat a jeji hodnota limitné do-
sahuje rychlost maximalni. Kiivka této zavislosti je nékdy oznacovéna také jako saturacni
ktivka a to pravé proto, ze jinymi slovy popisuje syceni enzymu substratem. Michaelisova
konstanta je na koncentraci enzymu nezavisla. Ale zavisi na fad¢ jinych faktort. Mezi tyto
faktory miizeme zatadit pH, teplotu, pfitomnost aktivatord, ¢i inhibitort. Pokud ma tato
konstanta vysokou hodnotu, znadi to, Ze ma dany enzym nizkou afinitu k substratu. Pokud
je ale hodnota konstanty nizka, enzym je velmi aktivni. Podle Ky, je tedy mozno zjistit ma-
ximalni rychlost reakce pro jakoukoliv koncentraci studovaného substratu. Zavislost rych-

losti enzymové reakce na koncentraci substratu je mozno vidét na nize uvedeném Obr. 1.

[4,s. 23], [8, s. 106 — 109]
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Obr. 1. Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substrdtu [8]

Matematické vyjadieni rovnice Michaelise a Mentonové je ukazano v nasledujici rovnici:

V8]
V= s 4D

kde: v — pocatecni rychlost enzymové reakce
V — mezni (limitni) rychlost
Km — Michaelisova konstanta
[S] — rovnovazna koncentrace substratu [8, s. 107]

Rovnice Michaelise a Mentonové plati pro ideédlni pfipad, ve skuteCnosti ma tato rovnice
nékolik nepiesnosti. Jako prvni miizeme zminit to, Ze vznikly komplex enzym-substrat se
ve skutecnosti nerozpada hned na produkt a nezménény enzym, ale tato pteména probiha
ve vice stupnich se vznikem vice komplexnich meziproduktt. Jako dal§i nepfesnost této
rovnice lze zminit to, ze je schopna zjistit jen pocatecni rychlost reakce a Ze popisuje situa-
ci, kdy do reakce vstupuje jen jeden substrat, coz je ve skutec¢nosti velmi vyjimecny piipad,

protoze reakce se vetSinou ucastni dva a vice substrati najednou. [7, S. 90]

Nekteré enzymy maji na svém povrchu kromé aktivniho mista i alosterické centrum. Tohle
misto slouZi k navazani ligandu neboli alosterického efektoru, ¢imZ dojde ke konformaéni
zméné celé molekuly, coZz znamend, ze se zméni i1 aktivni centrum. To mé za nasledek

zménu vlastnosti daného enzymu. Zména miize mit jak aktivacni, tak také inhibi¢ni ucinek.

[3, s. 45]
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1.1.3 Faktory ovliviiujici aktivitu enzymu

Aktivita enzymu je hodné ovlivnéna fadou faktort, které na dany enzym ptisobi. Mezi tyto

faktory miizeme zatadit piedevsim teplotu a pH.

1.1.3.1 Teplota

Zvysujici se teplota prostiedi, ve kterém probihd enzymové katalyzovana reakce, zvySuje
rychlost této reakce. Tato zavislost plati jen ve vymezeném rozsahu teplot. Vzristani rych-
losti reakce je dana zvySovanim kinetické energie reagujicich molekul. Pti dosazeni urcité
teploty kineticka energie piekroc¢i urcitou hladinu a dochézi k zaniku slabych vazebnych
interakei, které jsou zodpovédné za sekundarni a terciarni strukturu. Pfi této teploté tedy
dojde k denaturaci bilkovinné ¢asti enzymu, nasledné precipitaci a tim k zaniku funkce
enzymu. Z toho plyne, Ze kazdy enzym ma urCitou optimalni teplotu. Takeé ale plati, Ze ¢im
déle je enzym vystaven vy$$im teplotam, které jsou na hranici s teplotami denaturace, tim
vEtsi je pravdépodobnost denaturace enzymu. Zvysime-li teplotu o 10 °C, dojde ke zvySeni
rychlosti reakce a nasobek, o ktery se rychlost zvétsi, se nazyva teplotni koeficient, ozna-
cuje se symbolem Qio. Rozsah zmény rychlosti enzymové katalyzovanych procest jako
napiiklad zvySeni, ¢i snizeni télesné teploty, je velmi dilezité u zivocicht, ktefi nejsou
schopni si samotni udrzet svou stalou télesnou teplotu (jestérky), tato vlastnost je nedilnou
soucasti podminek na preziti téchto organizmu. Neni jiz tak dulezita u zivocichu, ktefi si
svou teplotu jsou schopni udrzet, mize se vSak uplatnit pfi horecce nebo hypotermii
(podchlazeni). Za optimalni teplotu enzymii mliiZeme povaZovat teplotu stejnou nebo o
néco malo vyssi, nez je teplota bunék, ve kterych se enzymy nachazi, coZ znamena, ze op-
timalni teplota pro enzymy termofilnich bun¢k bude vyssi nez u bun¢k mezofilnich. [10, s.

83 - 84], [11, s. 58 — 5]

1.1.3.2 pH

Enzym je aktivni jen v urCitém rozsahu pH. Pro zjiStovani aktivity se obvykle pouziva
rozmezi pH 5,0 aZ 9,0. Existuji ale enzymy, které maji optimalni hodnotu pH velmi vzda-
lenou od tohoto rozsahu, jako tieba pepsin, ktery ji ma mnohem niz§i. Aktivita enzymu
vV daném pH je mimo jiné ovlivnéna denaturaci enzymu pii vysokém nebo nizkém pH a
zménami nabitého stavu jak enzymu, tak i reagujiciho substratu. Zmény pH ovliviiuji i
konformaci enzymu. K tomu, aby byla zachovana terciarni a kvartérni struktura enzymu je

nezbytna piitomnost nabitych iontt v blizkosti vazebného mista substratu. Pfi zaniku toho-
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to naboje nebo pii jeho zméné, dojde k rozpleteni, disociaci nebo prechodu na kompaktnéj-
§i formu enzymu, coz vede k zaniku aktivity enzymu. Schopnost obnoveni aktivni formy je

nékdy umoznéno po navratu enzymu do optimalniho pH. [10, s. 84]

Dale aktivitu enzymu ovlivituje absolutni mnoZstvi enzymu a pomé&r mezi aktivni a neak-

tivni formou, koncentrace substratu a G-proteiny.

1.1.3.3 Absolutni mnoZstvi enzymu

Tento faktor je dan pomérem rychlosti syntézy a degradace studovaného enzymu. Syntéza
enzymu je zavisld na indukci genu pomoci transkripénich faktord, které jsou ovlivnény
mnoha faktory. Mezi tyto faktory patii rozsahlé skupiny signalnich molekul, hormony,
metabolity, zékladni slozky zivin (glukéza, mastné kyseliny, aminokyseliny). Enzymy,
které jsou vySe zminénym zpiisobem ovliviiovany, jsou oznacovany jako indukéni, ¢i in-
duktivni. Jejich ptikladem mohou byt enzymy ornitinového cyklu. [4, s. 23 - 24]

Opakem syntézy je degradace. Aby mohlo k degradaci dojit, musi byt nejdiive enzym roz-
poznan, coz je ovlivnéno konformaci molekuly, kterou ovliviiuje fada latek (ionty, amino-

kyseliny, kyslikaté radikaly). Pravdou je, ze mechanizmy degradace nejsou v dnesni dob¢

pfili§ znamy. [4, s. 24]

1.1.3.4 Pomér aktivni a neaktivni ¢dsti enzymu

Pomér téchto dvou casti je zavisly na prostorovém uspofadani molekuly, kterou mohou
ovlivitovat zmény pH, teploty, zafeni, iontové sily prostiedi. Kromé& téchto fyzikalné-

chemickych faktori sem muzeme zatadit nasledujici regula¢ni mechanizmy:

Kompetitivni inhibice — mechanizmus, kdy inhibitor soutézi o aktivni misto spolu se sub-

stratem. Kompetitivni inhibitor ma chemickou strukturu velmi podobnou substratu. Pokud
se ale dostateCn¢ zvysi koncentrace substratu, je mozno dosahnout maximalni rychlosti

reakce 1 za pfitomnosti tohoto inhibitoru.

Nekompetitivni inhibice — i v tomto pfipadé se do reakce zapojuje inhibitor, ale tentokrat

jeho ucinek nelze ovlivnit koncentraci substratu, protoze se vaze na jiné nez aktivni misto

enzymu.

Allostericka regulace — jedna se o reverzibilni (vratnou) zménu konformace aktivniho cent-
ra po navazani inhibitoru mimo toto centrum. Misto, kde se inhibitor navazal, se oznacuje

jako allosterické centrum.
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Kovalentni regulace — tato regulace je zprostfedkovana pomoci fosforylace, defosforylace,

adenylace nebo deadenylace enzymu a to pomoci specifickych fosfotransferaz.

Regulace proteolyzou — jedna se o mechanismus umyslného odstépeni peptidu z molekuly

proenzymu (latka, z niz se enzym tvofi). Timto zplisobem vznika tfeba pepsin z pepsino-

genu, trypsin a trypsinogenu a dalsi.

Requlace vytvotenim komplexu s kovovymi ionty — vlastnosti kovovych iontl je sdileni

elektronového paru, proto se mohou podilet na interakcich mezi enzymem a substratem.

Regulace vytvotenim —S-S-mustki —disulfidicky mustek vznika spojenim dvou thiolovych

skupin a ovliviiuje piistup K aktivnimu centru enzymu. [4, S. 24 — 25]

1.1.3.5 Koncentrace substrdtu

Jak jiZ bylo vySe zminéno, rychlost enzymaticky katalyzované reakce lze ovlivnit zvySo-
vanim koncentrace substratu. Tato zavislost plati az do okamziku, kdy je enzym pln¢ nasy-
cen substratem a pocatecni rychlost dosahuje maximalni hodnoty. Pfi dalSim zvySovani
koncentrace jiz ke zvySovani rychlosti nedochazi, protoze se zde substrat vyskytuje ve vel-

kém molarnim nadbytku. [10, s. 85]

1.1.3.6 G-proteiny

Jednéa se o tzv. molekularni pfepinace. Navazanim signalni molekuly na receptor dojde
k aktivaci G-proteinu, tim k odstépeni GDP a misto néj navazani GTP, ¢imz se G-protein
aktivuje. Posunem tohoto proteinu po cytoplazmatické membrané muze dojit k aktivaci
enzymu. Hydrolyzou GTP opét na GDP dojde k obnoveni puvodni konformace G-
proteinu. [3, s. 46]

1.14 Enzymova specifita

Enzymy se vyznacuji riznymi druhy specifity, pfedevsim specifitou substratovou a funké-
ni. Substratova specifita spoc¢iva v tom, Ze katalyzovana reakce probihd na urcitém druhu
substratu na rozdil od specifity funk¢ni, kdy dochazi ke katalyze urcité chemické reakce, to
muze byt naptiklad oxidace, fosforylace, dehydrogenace nebo tfeba hydrolyza. Kromé
téchto dvou typu specifity existuje jesté specifita opticka. Piikladem této funkce muze byt
enzym maltaza, ktera je schopna katalyzovat hydrolyzu a-glukozidu, ale jiz neni schopna

stejnym zpusobem tc¢inkovat na -glukozidy. [3, s. 45], [12, s. 155]
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Kazdy enzym muze katalyzovat jen maly pocet reakci, v mnoha ptipadech ale dochazi ke
katalyze pouze jedné reakce, proto se specifita fadi k nejvyznamné;j$im vlastnostem enzy-
mu. Vzhledem k tomu, Ze vSechny biochemické reakce jsou katalyzovany, musi existovat
velké mnozstvi riznych enzymii. A skutecné prakticky pro kazdou organickou slouc¢eninu
v ptirodé, ale i pro mnoho anorganickych slou¢enin existuje v n¢jakém organizmu enzym,
ktery chemickou zménu katalyzuje. Takové fizeni organizmu prostfednictvim enzymil je
nezbytné nutné k tomu, aby bud’ jen samotna burika, tkan nebo cely organizmus fungoval
normalng. [3, s. 45], [12, s. 149, 155]

1.15 Klasifikace a nomenklatura enzymu

Prvni pokusy o nomenklaturu enzymut byly neptfesné, protoze oznaceni bylo matouci, né-
kdy 1 dvojznaéné. Pozdéji byly enzymy oznaceny podle skupiny substratu, na kterou ptiso-
bi spolecné s ptidanim koncovky -d4za. Coz znamend, Ze enzym S§tépici Skrob (amylon) se
nazyva amylaza, enzym §tépici tuk (lipos) je lipaza a enzym rozkladajici proteiny je prote-
aza. Enzymy mazeme tedy rozdélovat do n€kolika skupin. Nazvy skupin jsou odvozeny od
substratu nebo reakce, ktera je katalyzovana. V soucasné dobé mame Sest zakladnich sku-
pin, do kterych patii oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, ligdzy a isomerazy.
Kazda skupina se dale rozdéluje do dalsich 4 az 13 podskupin.[5, s. 8 — 9], [12, s. 153]

Pozdéji byla pro klasifikaci enzymii zavedena specialni mezinarodni nomenklatura. Ackoli
je systém Mezinarodni biochemické unie (IUB = International Union of Biochemistry)
dosti slozity, je pfesny, informativni a popisny. Hlavni rysy tohoto systému jsou nasledu;ji-
ci:
e Reakce — enzymy, jak jiz bylo zminéno, jsou rozdeleny do Sesti tfid a n¢kolika pod-
tiid
e Nazev enzymu se skladd ze dvou ¢asti — prvni ¢ast je odvozena od katalyzovaného

substratu nebo substrati a druha ¢ast je tvotfena koncovkou —aza

e Dopliyjici informace — pouzivaji se jen v piipad€, kdy je zapotiebi objasnit povahu

reakce, tyto informace jsou uvadény v zdvorkach za ndzvem enzymu

e Zakladem kazdého nazvu enzymu je kodové Cislo — je tvofeno zkratkou E. C. a
Ctyfmistnym ¢iselnym koédem. Jednotliva cisla v nazvu vyjadiuji Cislo jedné
z hlavnich tfid, do kterych enzym spadad, skupinu, podskupinu a také potadi enzymu
v dané podskuping. [4, s. 22], [12, s. 153]
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1.15.1 Zaikladni skupiny enzymii
Existuje Sest zakladnich skupin enzymii:

1. Oxidoreduktizy

Jedna se o enzymy, které katalyzuji oxida¢né-redukéni reakce pfenosem vodikovych ato-
mu, ¢i elektroni mezi dvéma substraty nebo katalyzuji zavedeni kyslikového atomu do
substratu. Do této tfidy spada velké mnozstvi enzymd, jez byly diive oznacovany jako de-

hydrogenazy, ¢i jako oxidazy.

2. Transferazy

Do této skupiny spadaji enzymy katalyzujici pfenos funkéni skupiny mezi dvéma substra-
ty. Mize dochazet k ptenosu jak jednouhlikovych skupin, tak i zbytkti aldehydt, ketonii

nebo acylu, alkylu, glykosylu, ¢i skupin obsahujici siru a fosfor.

3. Hydrolazy

Skupina zahrnujici enzymy katalyzujici hydrolyzu chemickych vazeb. Tyto vazby mohou
byt soucasti esterd, etherd, peptidl, glykosyld, anhydrida kyselin, ale také vazby C — C, C

—halid, P — N. Patii sem vétSina travicich enzymu zazivaciho tstroji zivoc¢ichu.

4. Lyazy

Lyazy jsou enzymy, které katalyzuji $t€peni chemickych vazeb, a to jinym zptisobem nez
hydrolyzou, pti ¢emz se od substratu odstépuji malé skupiny atom, jako jsou H,O, COs,,
NHs;, nebo naopak se do molekuly mohou tyto skupiny vnaset. Vznikly produkt obsahuje

dvojnou vazbu.

5. Isomerazy

Patii sem vSechny enzymy, které jsou schopny katalyzovat ptfenos funk¢nich skupin
v ramci jedné molekuly, coZ znamena, ze dochazi k tvorb¢ optickych, geometrickych nebo

polohovych isomert.

6. Ligazy
Jednd se o enzymy, které katalyzuji slou¢eni dvou molekul do jednoho vychoziho substra-

tu. Vznikld vazba je kovalentni a energie, potfebnd na vznik této vazby, je uvolnéna

z ATP, které se soucasné rozstépi. [3, s. 46], [12, s. 153 - 155], [13, s. 12 — 14]
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1.1.6 Lipazy

Lipolytické enzymy jsou fazeny do skupiny karboxylesterdz, jejichz funkce je hydrolyzo-
vat acylglyceroly na glycerol a mastné kyseliny. Podle délky fetézce acylglycerolu, ktery
hydrolyzuji, se déli na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou esterazy nebo karboxylazy (EC
3.1.1.1). Jsou to enzymy, které §tépi acylglyceroly s délkou fetézce mastnych kyselin do
deseti uhlikt. Typické pro n¢ je, ze jsou aktivni ve vodném prostfedi. Do druhé skupiny
spadaji tzv. pravé lipazy, které katalyzuji rozklad acylglyceroll a fetézcem mastnych kKyse-
lin del$im nezZ deset uhlikli. Nékdy mohou byt oznaceny jako triacylglycerol acylhydrolazy
(EC 3.1.1.3). Tyto enzymy na rozdil od esteraz jsou aktivni spiSe na rozhrani voda-lipid
nez ptimo ve vodném prostiedi. Jedna se 0 charakteristickou vlastnost této skupiny lipéz,
nazyva se mezifazova aktivace, coz znamena, ze dojde k prudkému narastu aktivity lipaz
v okamziku, kdy substrat pfejde do formy emulze. V disledku toho, kinetika takovych
lipaz nespliuje klasicky model dle Michaelise a Mentonové. Specifitu lipolytického en-
zymu lze kontrolovat pomoci molekularnich vlastnosti enzymu, struktury substratu a po-

moci faktor ovliviiujicich vazbu enzymu k substratu. [14, s. 8], [15, s. 48], [16, s. 29]
1.1.6.1 Déleni lipolytickych enzymii
Lipolytické enzymy muze rozdélovat do tii skupin:

Prvni skupina jsou enzymy nespecifické. Radi se sem lipolytické enzymy, které odstépuji
mastné kyseliny ze vSech tii pozic v acylglycerolu, tim padem uplné hydrolyzuji triacyl-

glyceroly na glycerol a tfi mastné kyseliny.

Druha skupina jsou enzymy 1,3-specifické. Jejich tikolem je uvolnéni mastnych kyselin

z vngjSich pozic triacylglycerold, ¢imz dojde ke vzniku 1,2-diacylglycerolu, 2,3-
diacylglycerolu a 2-monoacylglycerolu za sou¢asného uvolnéni mastnych kyselin.

Tteti skupina lipolytickych enzymil zahrnuje enzymy takové, které odstépuji jen urcité
mastné kyseliny. Miizeme sem zatadit napiiklad lipdzu B, kterd se ziskava z kvasinkové

houby Geotrichum candidum. Tento druh lipaz ale u bakterii nenajdeme. [15, s. 48], [17, s.
20]

1.1.6.2 Mikrobialni lipazy

Mikrobialni enzymy jsou v pramyslu vyuzivany Castéji oproti enzymim z rostlin a Zivoci-

cha kvuli jejich dobrému vytézku, dobré katalytické aktivité, jednoduché manipulaci a
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hlavné rychlému rustu mikroorganizmi na pudach. Enzymy jsou stalé, produkce je vyhod-

na a bezpecna. [18]

Vétsina lipaz bakteridlniho piivodu jsou lipazy extracelularni, to znamend, ze bakterie
vznikly enzym uvoliiuji do okoli buiiky. Velka fada mikroorganizmu je schopna produko-
vat vice nez jen jeden typ extracelularnich lipaz, kde tyto lipazy hydrolyzuji rizné typy
mastnych kyselin. Produkce téchto enzymi je ovlivnéna fadou vnéjsich faktord piisobici na
mikroorganizmy, mizeme mezi né zafadit teplotu, pH prostiedi, zdroj dusiku a tuki, kon-

centraci anorganickych soli a dostupnost kysliku. [15, s. 48]

Lipolytické enzymy jsou v soucasné dob¢ dosti studovany pro svou funkci biokatalyzator.
Jsou velmi Casto vyuzivany pii vyrobé biopolymerd, agrochemikalii, bionafty, aromatic-
kych sloucenin, 1é¢iv a detergentd, pii kterych je pouzito az 1000 tun lipdz ro¢né. Jejich
funkce se vyuziva také v syrafstvi nebo pii vyrobé potravinovych dopliku. [18], [19, s.
390]

V porovnani s klasickymi chemickymi katalyzatory maji lipdzy obecné niZsi stabilitu a
jejich vyuziti je Casto spojeno s vys$§imi naklady. V dasledku toho je pfedmétem zajmu
zlepSeni katalytickych vlastnosti lipdz vyuZivanych v biotechnologickych aplikacich. Je
snaha o zlepSeni jejich aktivity, stability v Sir§Sim rozmezi pH, zlepSeni teplotni stability a
moznost jejich recyklace. Takoveé zlepSeni je mozno provadét chemickou, ¢i fyzikalni ces-

tou nebo genetickou modifikaci nativniho enzymu. [20, s. 113]

Lze sledovat rostouci zajem o bakteridlni lipazy a to pfedev§im z diivodu jejich vyuziti
Vv technologickych aplikacich. Jsou schopné nejenom katalyzovat hydrolyzu, ale také syn-
tézu raznych primyslové hodnotnych produkti. Mezi slouceniny, které lze syntetizovat
pomoci bakteridlnich lipaz patii riizné estery a laktony a opticky aktivni slouceniny.
V posledni dob¢ se bakteridlni lipdzy zacaly ptidavat do Cisticich prostiedki, z divodu
snizeni nebo uplného nahrazeni syntetickych detergentti, které zptisobuji znacné problémy

v oblasti zivotniho prostiedi. [16, S. 29]

Bakterialni lipazy jsou klasifikovany do Sesti tfid na zéklad¢ sekvence aminokyselin. Pii-
kladem lze uvést IV. tfidu, do které patii lipazy aktivni za nizkych teplot (cold-active lipa-
ses), tato skupina je také zndma jako HSL (hormonalné senzitivni lipazy), protoze vykazuji

napadnou podobnost aminokyselinové sekvence se sav¢imi hormony. [21, s. 56]

Prokazani lipolytické aktivity u nékterych druhid bakterii je dulezité. Aktivitu lipaz muze-

me prokazat vice metodami, mezi které fadime titrimetrii, fotometrii, ¢i fluorescencni me-
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tody. Jako substrat se v t€chto metodach pouziva vétSinou olivovy olej. Podstatné je, aby
doslo k dokonalé emulgaci. Cim mensi budou kapicky tuku rozptylené ve vodném prostie-

di, tim rychleji bude reakce probihat. [15, s. 48]

Lipolytické enzymy produkuji nejenom bakterie, ale 1 kvasinky a plisné. Mikrobialni lipa-
zy — jejich sekvence, strukturu a funkce mizeme nalézt v databazi, ktera je pristupna jako
elektronicky zdroj. [22], [23, s. 491]

1.1.7 Izolace enzymii

Nékteré mikroorganizmy produkuji enzymy do okolniho prostfedi (exoenzymy), ale ostatni
zUstavaji uvniti v buiice daného mikroorganizmu (endoenzymy). Proto pro jejich ziskani
musi dojit k naruSeni bunky. Existuje né¢kolik metod, které jsou schopny bunécnou sténu a
membranu porusit. Nejcastéji se vyuziva vysuseni, Ci autolyza. Ziskany surovy extrakt je
nutné vydcistit, protoze obsahuje mnoho slozek. Malé¢ molekuly Ize odstranit pomoci dialy-
zy, nukleové kyseliny adsorpci na dfevéné uhli, problém je ale s bilkovinami, které jsou
svym slozenim a fyzikalnimi vlastnostmi podobné enzymtim. Vhodné metody jsou precipi-
tace proménnymi koncentracemi soli nebo rozpoustédel, diferencialni denaturaci teplem
nebo pH, gelova filtrace nebo elektroforéza a chromatografie. Kombinaci téchto metod se
ziskava stale Cist$i produkt az Cisty roztok, respektive krystalicky preparat. [12, s. 157],
[11, s. 60]

Pro primyslové pouziti se pfipravuji enzymatické produkty o riznych stupnich Cistoty.
Stupen Cistoty se vyjadiuje nejcastéji pomoci specifické aktivity, to je pocet jednotek na
mg suSiny nebo na mg dusiku daného preparatu. Jednotkou je mnozstvi enzymu, ktery je
za predem stanovenych podminek schopny katalyzovat pfeménu jednoho mikromolu sub-

stratu za minutu. [11, s. 60]

1.2 Lipidy

Nazev lipidy je odvozen z feckého slova lipos neboli tuk. Jedna se o estery vysSich mast-
nych kyselin a glycerolu, jinak feceno jsou to latky se vztahem k mastnym kyselindm. Jsou
Spatné rozpustné az nerozpustné ve vodé, ale dobie se rozpousti v rozpoustédlech s lipofil-
nim charakterem, napf. ether, chloroform, benzen. Existuji také latky oznacované jako li-
poidy (latky podobné tuktim), které nemaji pfimy vztah k mastnym kyselinam. [3, s. 31],
[12,s. 30]
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Lipidy maji pro zivocichy velky vyznam. Mezi jejich nejvyznamnéjsi funkce miizeme za-
fadit to, Ze se v nich rozpousti vitaminy rozpustné v tucich, hormony, 1éCiva a barviva,
slouzi jako zasoba energie, jsou potifebné pro stavbu bunécnych struktur a tkani, slouzi také

jako ochranny material v podkoznich tkanich a dalsi. [2, s. 481], [3, s. 31], [12, s. 30]

Lipidy mtizeme také klasifikovat do n¢kolika skupin:

A. Jednoduché lipidy — jsou tvofeny pouze mastnymi kyselinami a alkoholem. Mohou

byt oznacovany jako homolipidy. Tato skupina se dale d¢li:

a. Tuky a oleje — jedna se o estery vysSich mastnych kyselin s glycerolem, tuk je
vétsinou zivocisného puvodu a ma pevné skupenstvi, olej pochazi z rostlin a je

kapalny.

b. Vosky — jsou to estery vysSich mastnych kyselin s vy$§imi jednosytnymi alko-

holy (jiny alkohol nez glycerol).

B. SloZené lipidy — latky, které kromé mastnych kyselin a alkoholu obsahuji 1 dalsi
slozky. Tyto druhy lipidi jsou také oznafovany jako heterolipidy. Patfi mezi né

napf.:

a. Fosfolipidy — jejich soucasti je zbytek kyseliny fosfore¢né, ale také dusikaté ba-
ze a jiné substituenty. Alkoholem v jejich struktufe mize byt glycerol (latky ja-
ko glycerofosfolipidy) nebo sfingosin (sfingofosfolipidy).

b. Glykolipidy — do jejich struktury je zabudovana cukerna slozka.

c. Jiné slozené lipidy — obsahuji jinou sloZku nelipidového charakteru, napt. pro-

teiny, dusik, siru, apod. [12, s. 30], [17, s. 10]

1.2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou alifatické karboxylové kyseliny. Mastné kyseliny se mohou
Vv pfirod¢ vyskytovat bud’ jako volné (neesterifikované) nebo jako vazané ve formé esterti.
Volné mastné kyseliny tvoti vyznamnou slozku lipid. Vznikaji hydrolyzou lipidt za sou-
¢asného ptisobeni hydrolaz. Nékteré MK je mozno nalézt ve vSech ptirodnich lipidech, ale
jiné MK jsou typické pouze pro urcité zdroje, jako napt. mikroorganizmy, rostliny, ¢i zivo-
¢ichy. Mastné kyseliny, které se vyskytuji v pfirodnich tucich a olejich maji vétSinou sudy

pocet uhlika v fetézci a Casto jsou nevétvené (linearni). Jejich typickou vlastnosti je, zZe
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maji amfipatickou strukturu. To znamena, ze ve své molekule maji jak hydrofobni, tak i
hydrofilni ¢ast. Hydrofilni ¢ast je tvofena karboxylovou skupinou a hydrofobni ¢ast je tvo-
fena pravé riizné dlouhym uhlikatym fetdzcem. Cim je fetézec delsi, tim je MK méné roz-
pustna ve vod¢ a Iépe rozpustna Vv nepolarnich rozpoustédlech. [4, s. 117], [10, s. 148], [24,
S. 24 — 25]

1.2.1.1 Klasifikace MK

Mastné kyseliny mtizeme délit podle n¢kolika hledisek, a to podle délky fetézce nebo
podle nasycenosti. Podle po¢tu uhliki v fetézci délime MK na: MK s kratkym fetézcem —
MK obsahujici mén¢ nez 6 uhlikii, MK se stiedné dlouhym fetézcem — pocet uhlikl se
pohybuje mezi 6 az 12, MK s dlouhym fetézcem — 12 a vice atomt uhliku v fetézci. Ty-
pickou vlastnosti kratkych mastnych kyselin je jejich zapach na rozdil od vyssich MK,
které se zapachem neprojevuji. [25, s. 5 — 13], [26, s. 63 — 64]

Mastné kyseliny miizeme rozdélit na nasycené a nenasycené. Nasycené MK maji ve své
struktufe pouze jednoduché vazby. Tyto MK se oznacuji jako SAFA (saturated fatty acids).
Tuky obsahujici pravé tyto MK jsou pii pokojové teploté tuhé, miizeme mezi né zafadit
napiiklad sadlo a maslo. Druhym typem MK jsou kyseliny nenasycené. Ty maji
v molekule kromé vazeb jednoduchych i1 vazby nasobné. Pokud MK obsahuji pouze jednu
dvojnou vazbu, jedna se o kyseliny monoenové (MUFA, monounsaturated fatty acids),
pokud obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb, hovofime o kyselinach polyenovych (PUFA,
polyunsaturated fatty acids). Pfitomnost nasobnych vazeb v MK v tucich zptisobuje, Ze pti
pokojové teplot¢ maji kapalnou konzistenci. Velké mnozstvi téchto kyselin je pravé
v rostlinnych olejich. Mastné kyseliny mohou obsahovat i vazby trojné a fadu dal$ich sub-
stituentti (kyslikaté, sirné, dusikaté funk¢ni skupiny, mohou mit i cyklické ¢i rozvétvené

fetézce). [4], [10], [25, s. 5 — 13]

1.2.1.2 lzomerie MK

Pokud je v molekule pfitomna pravé dvojna vazba, mize se MK vyskytovat ve dvou izo-
meriich — v izomerii cis a trans. Tyto izomerie mohou byt nékdy oznacovany jako E—/Z—.
V cis izomerii jsou atomy vodiku na dvojné vazb¢ blize k sob¢ na rozdil od izomerie trans,
kde jsou atomy na opacnych polohach. I tento maly rozdil ve struktufe molekuly ma velky
vyznam. Izomerie ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti MK, dale ma vliv na funkci

struktur, ve kterych se MK nachazi. V ptirod¢ maji MK pievazné konformaci cis, trans
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izomerii miZeme najit napf. u mikroorganizmt, v semenech nékterych rostlin nebo tfeba

Vv tuku a mléce piezvykavcu. [4, s. 117 — 118], [25, s. 5]

1.2.1.3 Nazvoslovi MK

Mastné kyseliny mohou byt pojmenovany nékolika druhy nazvoslovi. Atomy uhlikti jsou
¢islovany vzdy od karboxylové skupiny a nazev MK vychdzi z poctu uhlikii v fetézci. Po-
sledni uhlik v fetézci — methylovy uhlik je oznaCovan jako w-uhlikovy atom. Tyto syste-
matické nazvy jsou v praxi velmi ¢asto nahrazovany nazvy trivialnimi. Pfikladem muze
byt kyselina butanova (MK se ¢tyfmi atomy uhliku v fetézci), kterd je v praxi ozna¢ovana
jako kyselina maselna. Trivialni nazvy vyjadiuji konkrétni izomer MK s urcitou polohou
dvojné vazby a s konkrétni sterickou konfiguraci. Nekdy se ndzev MK vyjadiuje pomoci
CN:M zkratky, kde N je pocet uhlikl v fetézci a M je pocet dvojnych vazeb, kde pomoci
dalsich symbolli mohou byt vyjadieny i polohy dvojnych vazeb. V nékterych ptipadech 1ze
polohy dvojnych vazeb oznacovat i od posledniho — methylového uhliku, ktery méa v tomto
ptipadé Cislo jedna. Tyto dvojné vazby v MK jsou poté oznacovany jako w — Cislo uhliku.
Napft. znamé kyseliny ® — 3 maji dvojnou vazbu na tfetim uhliku od methylového konce.

Symbol o je nékdy nahrazovan symbolem N. [25, s. 5 — 6]

1.3 Metody vyuzivané ke stanoveni lipolytické aktivity

Lipolytickou aktivitu mikroorganizmii je mozno stanovit nékolika riznymi metodami.
Vsechny metody jsou ale zalozeny na stanoveni volnych mastnych kyselin, které vznikaji
prave pii rozkladu lipidl na parcialni acylglyceroly, ¢i az na samotny glycerol a volné¢ MK.
Pted tim, neZ je mozné analyzu provést, je nutné prevést mastné kyseliny na t€kavé methy-
lestery. Vhodna metoda pro jejich stanoveni je plynova chromatografie (GC), ale mizou
byt pouzity 1 metody jiné, napt. vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), tenko-
vrstevna chromatografie (TLC), hmotnostni spektroskopie, infracervena spektroskopie,

nuklearni magneticka rezonance (NMR) a mnohé dalsi. [27, s. 25 — 26], [28, s. 29 — 36]

Metody, které je mozno vyuZzit na stanoveni lipolytické aktivity pfimo v mléce nebo mlé¢-
nych vyrobcich, zahrnuji titracni, kolorimetrické, fluorimetrické, turbidimetrické, chroma-

tografické, radiometrické, enzymatické, fyzikalni a imunologické postupy. [29, s. 153]
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1.3.1 Metody pro vznik methylesteru

Nékteré¢ z metod, kterymi lze mastné kyseliny pfevést na jejich methylestery jsou mimo

jiné popsany v ISO normé ES ISO 12966-2:2012. Jsou zde popsany konkrétné ¢tyfi meto-
dy.

1.3.1.1 Rychla metoda

Jedna se o metodu slouzici k transmethylaci mastnych kyselin za pouziti alkalického kata-
lyzatoru. Tato metoda je vhodnd na analyzu béznych jedlych tukt a oleji. Pfipravené me-

thylestery je mozné analyzovat pomoci plynové chromatografie za pouziti vnitiniho stan-

dardu.

Principem metody je vytvotfeni methylesterii pouze z mastnych kyselin, které jsou navaza-
ny v acylglycerolech. Timto zptusobem provedeni neni mozno ziskat methylestery z vol-

nych mastnych kyselin. [30, s. 2]

1.3.1.2 Obecna metoda

Metylace mastnych kyselin provadéna touto metodou vyuziva alkalické a nasledné kyselé
katalyzy. Je vhodna pro vSechny tuky a oleje véetné destilatu a kyselych olejii s vyjimkou
olejii s kyselinou laurovou, protoZe ta ma pfili§ kratky fetézec a jeji methylestery by mohly
byt pfi varu pod zpétnym chladi¢em ztraceny. Pro tyto oleje je vhodné&jsi pouzit vySe zmi-

nénou rychlou metodu.

Pouzitim alkalické¢ho ¢inidla dojde k transmethylaci esterd glycerolu na methylestery
mastnych kyselin. Volné mastné kyseliny jsou pfevedeny do vznikajiciho mydla a nasledné

kysely katalyzator zptisobi prevedeni mydla na methylestery mastnych kyselin. [30, S. 4]

1.3.1.3 Metoda transmethylace vyuZivajici jako katalyzdtor trifluorid bority

Prvnim krokem pfi provadéni této metody je alkalicka katalyza, kdy jsou triacylglyceroly
transmethylaci pomoci methanolického roztoku hydroxidu sodného ptfevedeny na methy-
lestery mastnych kyselin. VSechny pfitomné volné mastné kyselin (FFA, free fatty acids)
jsou prevedeny do mydla. V druhém kroku, pti kysel¢ katalyze, je mydlo pirevedeno na
methylestery reakci s metanol-trifluorid boritym komplexem. Pii piipravé methylestert
mastnych kyselin pfimo z ¢istych mastnych kyselin a mydla je prvni krok této metody zby-

tecny, kdy staci provést pouze reakci s roztokem trifluoridu borotého.
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Tato metoda by méla byt provadéna s velkou opatrnosti, protoze je pouzito nebezpecné
¢inidlo. Trifluorid bority je totiz jedovaty. Musi byt pfijata takova opatieni, aby byly chra-

nény oc¢i, mohlo by dojit k nebezpecnému poleptani.

Tento zptlisob pfipravy methylesteri mastnych kyselin je mozné vyuzit pro mnoho olejt,
tuki a jejich derivati (mastné kyseliny, mydla) s vyjimkou mlécnych tuka a tukti obsahuyji-
cich mastné kyseliny se specifickymi skupinami. Béhem methylace, latky obsahujici na-
sledujici uskupeni mohou byt Giplné nebo jen ¢aste¢né rozlozeny — keto, epoxy, hydroxy,
hydroperoxy skupiny, cyklopropyl a cyklopropenyl skupiny, acetylenické mastné kyseliny.
V ptipadé¢, ze pouzity material obsahuje tyto latky jen ve velmi malém mnozstvi, mize byt
tato metoda pouzita, ale v opacném piipadé je nutné pouzit jinou metodu — napiiklad rych-

lou metodu nebo obecnou metodu.

Pro analyzu pfipravenych methylesteri pomoci plynové chromatografie je vhodné methy-
lestery oddélit z reakéni smési pouzitim isooktanu. Nicméné vytéznost je pouze kolem

75 %. [30, s. 6]

1.3.1.4 Metoda kysele katalyzované transesterifikace pomoci glyceridii

Principem této metody je, Ze kyselé methyla¢ni Cinidlo zplsobi transmethylaci estert gly-
cerolu na methylestery mastnych kyselin. Methylacni ¢inidlo soucasné také pfevadi volné

mastné kyseliny na jejich methylestery. [30, s. 9]

Ptipravené methylestery Ize nésledné stanovit nékolika riznymi metodami.

1.3.2 Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni MK.
Analyzovany vzorek je davkovan do proudu plynu, ktery jej unasi kolonou. Jako mobilni
faze je vyuZivan nosny plyn a vzorek musi byt velmi rychle schopen se preménit také na
plyn. Proto je nutné mastné kyseliny pievést na jejich methylestery. Zptisob jejich piipravy

je mozny vice postupy. [31, s. 10]

1.3.2.1 Kysele katalyzované esterifikace a transesterifikace

Esterifikace mastnych kyselin a transesterifikace O-acyl lipidii probihé v prosttedi bezvo-
dého methanolu za ptitomnosti kyselého katalyzatoru za soucasného zahiivani. Jako kysely
katalyzator mize byt pouzito vice sloucenin. Jednou z nich je chlorovodik v bezvodém

methanolu. Ten se vyuziva v 5% koncentraci a pfipravuje se bud’ probublavéanin plynného
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chlorovodiku v bezvodém methanolu nebo postupnym piidavanim acetyl chloridu do chla-
zeného bezvodého methanolu. Lipidy je také mozno transesterifikovat 1 — 2% roztokem
koncentrované kyseliny sirové v metanolu. Jako dalsi kysely katalyzator pro transesterifi-
kaci lipidi a esterifikaci volnych mastnych kyselin mize byt pouzit fluorid bority. Tato
latka se vyuziva v koncentraci 12 — 14 % a pro spravnou funkci je nutno vyuzit Cerstvé

pfipraveny roztok. [27, s. 26]

1.3.2.2 Bazicky katalyzovand esterifikace a transesterifikace

Mezi nejpouzivanéj$i bazické katalyzatory pro transesterifikaci patii roztok methoxidu
sodného v bezvodém methanolu nebo methoxid a hydroxid draselny. Na rozdil od kyselé-
ho katalyzatoru fluoridu boritého jsou tyto bazické katalyzatory velmi stabilni i pti pokojo-

vé teploté a reakce transesterifikace probiha velmi rychle. [27, s. 27]

1.3.2.3 Stanoveni methylesterui plynovou chromatografii

Plynova chromatografie je jedna ze separa¢nich metod, u které po nastiiku analyzovaného
vzorku dojde k rozdéleni jednotlivych slozek, které jsou ve vzorku obsazeny, mezi mobilni
a stacionarni fazi. Staciondrni faze je uloZena pevné v koloné¢ a mobilni faze ji prochazi.
Slozky nastiiknutého vzorku se na stacionarni fazi navazi rizné pevné a podle toho jsou
také zadrzovany rizn€ dlouhou dobu, podle ¢ehoz dochézi k jejich separaci. Slozky se

z kolony dostavaji do detektoru, ktery dany signal vyhodnoti. [27, S. 27]

Plynovy chromatograf se sklada z nékolika Casti — zdsobnik nosného plynu, Cistici zatizeni,
regulacni systém, davkovac, kolona, detektor, vyhodnocovaci zatfizeni a termostat. Obecné

schéma plynového chromatografu je mozno vidét na obr. 2. [31, s. 11 —12]
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Obr. 2. Schéma plynového chromatografu [32]
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Zdroj nosného plynu — jako zasobnik nosného plynu se pouziva tlakova lahev, ktera obsa-

huje dusik, vodik, helium nebo argon. Nosny plyn musi byt vzdy vic¢i analyzovanému
vzorku inertni, nesmi s nim nijak reagovat, vzhledem k bezpecnosti nesmi byt toxicky.
Casto se jako nosny plyn vyuziva vodik, ktery m4 ale tu nevyhodu, Ze je hoflavy, vybusny
a n€kdy muize hydrogenovat vzorek a pii analyze pak dochazi k identifikaci takovychto
latek. [31, s. 11]

Cistici zafizeni — tato ¢ast plynového chromatografu je umisténa hned za tlakovou lahvi.

Jeji tkol je zbavit nosny plyn necistot, vlhkosti a zbylych stop nezadoucich plynti, které by
mohly poskodit kolonu. [31, s. 11]

Regulacni zatizeni - tato ¢ast slouzi k regulaci tlaku nosného plynu. Tlak mize byt po

celou dobu analyzy konstantni nebo se miize ménit dle nastavenych parametra. [31, s. 11]

Davkova¢ — davkovaci zafizeni slouZzi k aplikaci vzorku do nosného plynu. Vzorky se na-
naseji pomoci injekéni stfikacky. Pro nastiiknuti je mozno pouzit nékolik metod. Zakladni
metodou je nasttiknuti do kolony, nékdy oznafované jako on column. Tato metoda se vyu-
Ziva u naplnovych kolon, ale lze ji uplatnit 1 v kapilarnich kolonach. Piedni ¢ast kolony je
zahiivéana na teplotu, kterd je niZ$i neZ teplota varu pouZitého rozpoustédla. Naneseny vzo-
rek tak vytvofi film na sténé kolony. Po kratké dob¢ vSak dojde k prudkému naristu teplo-

ty a vzorek se pfeméni na plyn. [31, s. 11]

Dalsi metoda vyuzivana k davkovani je nastiiknuti vzorku pomoci dé€lic¢e toku, oznacovana
jako split injection. Tato metoda se hojné vyuZziva u kapilarnich kolon, kde kviili malé ka-
pacité kolony dojde k oddéleni vzorku od ¢asti nosného plynu za pomoci délice toku neboli

splitteru. [31, s. 11], [9, s. 9 — 10]

Metoda davkovani bez dé€lice toku je vhodna pro analyzu, kde je potteba velké mnozstvi
vzorku, protoze vzorek je pfilis§ malo koncentrovany. Vyuziva se stejné zafizeni jako u
davkovani s déli¢em toku s tou zménou, Ze odvod délice je uzavien. Vzorek se nejdiive
nachazi v trubici, ve které dochazi k jeho odpafovani, mezi tim dojde k oplachu septa, na-

slednému zvySeni teploty, ¢imz je zahajena analyza. [31, s. 11], [9, s. 9 — 10]

Pro analyzu mastnych kyselin Se nejcastéji vyuziva metoda davkovani on column a to i
pfes to, ze je tato metoda nevhodna pro latky s vysokou nebo naopak s nizkou teplotou
varu. Mastné kyseliny se bézné vyskytuji s 4 az 24 atomy uhlikt v fetézci, délka fetézce
siln€ ovlivituje bod varu a proto maji MK Sirokou Skalu teploty varu. A pravé proto, aby

mohla byt tato metoda pro analyzu MK pouzita je nutno pfi davkovani vzorku vyuzit au-
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tomatické davkovani, davkovat jen malé mnozstvi, vzorek musi byt malo koncentrovany,

teplota nastiiku musi byt dostate¢né vysoka. [27, s. 27 — 28]

Kolona — kolona je ¢ast chromatografu, ve které se nachazi stacionarni faze, na které do-
chazi k rozdéleni slozek analytu. Kolony pouzivané Vv plynové chromatografii jsou bud’
napliové a nebo kapilarni. Napliové kolony mohou byt vyrobeny ze skla nebo oceli, jsou
vyplnény sorbentem nebo nosi¢em spolecné s kapalnou fazi. Jako sorbent se pouziva sili-
kagel, alumina nebo tieba grafitizované saze. Separace v této koloné probih4 pomoci roz-
délovaciho principu. Druhym typem kolony je kolona kapilarni. Je vyrobena z kiemene, na
ktery je pfimo aplikovéana stacionarni faze, neni zde potieba zadného nosice. Priméry ko-
lon mohou byt riizné, $irsi kolony umoziuji separaci vice slozek, ale uzsi kolony jsou vice
ucinné.

Jak jiz bylo feceno, v kolon¢ se nachazi stacionarni fdze. Na tuto fazi se vaze analyzovany
vzorek, kde se jeho slozky zadrzuji na rizné dlouhou dobu, coz umoziiuje jejich separaci.
Proto musi byt dobfe uchycena na spravny nosi¢, nesmi byt t€kava a nesmi se z kolony
Vv pribehu separaci vymyvat. Pro danou analyzu musi byt stacionarni fdze spravné zvolena,

velmi dulezita je i jeji polarita. [31, s. 12], [33, s. 11— 12]

Pro separaci methylesterti mastnych kyselin jsou vhodné kolony kapilarni. Parametry, jako
jsou vnitini pramér a délka kolony, polarita a tloustka vrstvy stacionarni faze, se mohou
lisit. Lze pouzit nepolarni, polarni, ale i vysoce polarni stacionarni faze. Jejich rozdilem je

riizna ucinnost a tepelna odolnost. [27, . 28]

Detektor — je zafizeni, které slouzi k detekci slozek v analytu. Muzeme mit nékolik typd,
které se 1i8i pracovnim principem. Mezi v praxi pouzivané detektory se fadi tepelné vodi-
vostni detektor, anglicky ozna¢ovany jako Thermal Conductivity Detector TCD, ioniza¢ni
detektory, mezi néz fadime plamenovy ionizacni detektor (Flame ionization Detector FID),
plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem (AFID), bezplamenny detektor
s alkalickym kovem (bezplamenovy TID), detektor elektronového zachytu (Electron Cap-
ture Detector ECD), fotoioniza¢ni detektor (Photolonization Detector PID), dale se jako
detektory v plynové chromatografii uplatiuji hmotnostni spektrometry (MS) a atomovy
emisni detektor (AID). [31, s. 13 — 14], [34, s. 28 — 29]

Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve form¢ jejich methylestera je mozno analyzo-

vat pomoci GC porovnanim analyz GC/MS (plynova chromatografie s hmotnostnim detek-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

torem) a GC/FID (plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem). [35, s.
316]

Vyhodnocovaci zafizeni — jedna se o ¢ast chromatografu, ktery slouzi ke zpracovani signa-

lu z daného detektoru, kdy vytvoii chromatografickou kiivku ve formé chromatogramu.
[31,s.12]

Termostat — slouzi K udrzeni stalé teploty davkovace, kolony a detektoru tak, aby byl vzo-

rek stale v plynném stavu. [31, s. 12]

Plynovou chromatografii je mozno provadét nékolika riznymi pracovnimi technikami,
patii mezi n¢ eluéni metoda, frontalni metoda a metoda vytésnovaci. Tyto metody se vza-

jemng lisi rozdilnymi postupy pii separaci slozek v analyzovaném vzorku.

1.3.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je jedna z dal$ich metod, kterymi je mozno stanovit mastné
kyseliny. Separace pomoci této metody probihd na zaklad¢ navéazani slozek vzorku na sta-
cionarni nebo mobilni fazi. To je zdkladni rozdil mezi plynovou a kapalinovou chromato-
grafii, protoze separace u GC byla zavisla pouze na stacionarni fazi a mobilni faze byla
Kk analytu inertni, zatimco u kapalinové chromatografie separaci ovliviiuji obé faze. Me-
chanizmy, podle kterych dochazi k rozdéleni latek, mohou byt adsorpéni, rozdélovaci dle

rozpustnosti, iontové vyménny, molekulové sitovy efekt a specifické interakce. [31, S. 25]

Kapalinovy chromatograf se sklada z n€kolika ¢asti, tvofi jej zasobnik mobilni faze, od-
plynova¢, ¢erpadlo, sméSovaci zafizeni, davkovaci zafizeni, kolona, detektor a vyhodnoco-

vaci zafizeni. Obecné schéma takového zafizeni mizeme vidét na obrazku 3. [31, s. 25 —

26], [28, 5. 32— 33]
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Obr. 3. Schéma kapalinového chromatografu [28, s. 33]

Cerpadlo — vzhledem k tomu, Ze kolona je naplnéna stacionarni fazi, ktera klade velky od-
por pro prichod mobilni faze touto kolonou, musi byt pouzity dostate¢né vykonna cerpadla
pro zajisténi pritoku mobilni faze. PoZzadavky na Cerpadla jsou staly pritok, dostate¢né
velky tlak, bez kolisani pritoku a také musi odolavat ptisobeni organickych rozpoustédel
pfitomnych v mobilni fazi. Pravé proto jsou tato Cerpadla vyrdbéna z odolného materialu
(nerezova ocel, PEEK). Jako alternativni moznost nahrazeni ¢erpadla je levnéjsi varianta
vV podobé zafizeni, které pracuje na principu injekéni stiikacky. Jeho nevyhodou je ale

omezené mnozstvi mobilni faze, ktera muze byt vstiiknuta do kolony. [31, s. 25], [36 s. 81]

SméSovaci zatizeni — toto zafizeni umoznuje ménit slozeni mobilni faze v pribéhu procesu

analyzy. Pokud je smés po celou dobu analyzy stejnd, jedna se o izotaktickou eluci, ale

pokud se v pribéhu analyzy méni, hovotime o eluci gradientové. [31, s. 25]

Dévkovaci zafizeni — slouzi k nadavkovani vzorku do kolony. Za timto ucelem miize byt

pouzito davkovani injekcni stiikackou, Sesticestny ventil se smyckou, dnes 1 sedmicestny
ventil se smyckou nebo autosampler. Autosampler je automatické zatizeni, které je schop-

no velmi piesn¢€ nadavkovat velké mnozstvi vzorki a standardu. [31, s. 25 — 26], [36, s. 81]

Kolona — vhodna kolona by méla poskytovat pii separaci slozek dobrou selektivitu a vyso-
kou ucinnost. Méla by byt mechanicky i chemicky odolna viici tlakiim a jednotlivym che-
mikaliim v mobilni fazi. V kapalinové chromatografii jsou vyuzivany kolony jen naplno-

vého typu. Muze se lisit jejich délka, vnitini primér a napli. Z divodu ochranéni hlavni
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kolony jsou pouzivany i ptfedkolony, které maji zachytit veskeré necistoty, jez by mohly

kolonu poskodit. [31, s. 26], [34, s. 31]

Detektor — u kapalinové chromatografie mize byt pouzito vice typu detektort, které se
mohou lisit principem stanoveni. Zakladem vybéru vhodného detektoru je to, Ze pii detekci
dojde ke stanoveni pouze analyzovaného vzorku a nikoliv pouzité mobilni faze. Mezi de-
tektory pouzivané v kapalinové chromatografii se fadi refraktometricky detektor, fluo-
rescencni detektor, FTIR detektor, vodivostni detektor, voltametricky detektor, hmotnostni
spektrometry, elektrochemicky a fotometricky detektor. [31, s. 26], [36, s. 81], [34, s. 31 —
32]

1.3.4 Tenkovrstevna chromatografie

Jedna se o typ chromatografie, oznaCované jako TLC, ktera probiha na tenké vrstvé. Tato
vrstva predstavuje stacionarni fazi. Ta je nanesena na hlinikovou nebo sklenénou desti¢ku.
Casto pouzivané stacionarni faze v TLC jsou oxid hlinity, hydroxid hlinity nebo oxid kie-

micity znamy jako silikagel. Mobilni faze je kapalna.

Vzorek je na stacionarni f4zi nanesen pomoci automatické pipety a cela desticka je vloZena
do vyvijeci komory. Mobilni faze za¢ne diky kapilarnim sildm vzlinat po desticce smérem
vzhiiru, kde soucasné unasi nanesené vzorky. Rozdéleni analyzovanych latek je umoZnéno
adsorpci na stacionarni fazi a potfebnou dobou pro rozpusténi v mobilni fazi, ¢imz dojde
k postupnému opozd’ovani ve vzlinani jednotlivych slozek. Z tohoto dtivodu jsou po ukon-
¢eni analyzy vzorky v ruzné vysce desticky. Po porovnani latek se standardem za danych

podminek je analyzovana latka rozpoznana. [28, s. 34 — 35], [37, s. 27]

1.3.5 Hmotnostni spektroskopie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je metoda fadici se mezi separacni analytické metody. Je
zalozena na principu pfevedeni molekul na ionty a identifikace iontii podle jejich poméru
hmotnosti a nadboje. Tim je umoznéno stanovit slozeni molekuly a tedy i analyzovaného
vzorku. Pfistroj, pomoci kterého je umoznéno tuto metodu provadet, je hmotnostni spekt-
rometr, coz je iontové-optické zafizeni. Zakladni ¢asti tohoto piistroje jsou iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator, detektor, vakuovy systém, iontova optika a pocita¢ jako vyhodno-

covaci zafizeni. [28, s. 34], [38], [39, s. 448], [40, s. 9], [54]
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1.3.6 Nuklearni magneticka rezonance

vvvvvv

metod. Tato metoda je zalozena na odezvach jader atomi umisténych v silném magnetic-
kém poli a interakci s elektromagnetickym vinénim. Absorpce elektromagnetického vinéni
jadrem zpuisobi ptechod jadra do vyssi energetické hladiny. Za objev této metody byla roku

1952 udélena Nobelova cena. [28, s. 36], [41]
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2 BAKTERIE S LIPOLYTICKOU AKTIVITOU

V piirodé existuje velké mnozstvi riznych mikroorganizmui, které maji lipolytickou aktivi-
tu. Mezi tyto mikroorganizmy se fadi nékteré druhy bakterii, kvasinek a plisni. Lipolyticka
aktivita, jak jiz bylo feceno, je schopnost mikroorganizmi produkovat enzymy, které kata-
lyzuji hydrolyzu tukli neboli triacylglyceroli na glycerol a mastné kyseliny. Enzymy

s touto funkci jsou oznacovany jako lipazy.

V potravinafstvi se vyuziva cela fada bakterii s lipolytickou aktivitou, ktera je potfebna pro
vyrobu nékterych potravin. Mezi tyto bakterie mizeme zafadit bakterie rodu Lactococcus,

rodu Lactobacillus, dale rodu Brevibacterium a rodu Propionibacterium a dalsi.

2.1 Bakterie rodu Lactococcus

Rod Lactococcus byl vytvoien roku 1986, kdy doslo k vy¢lenéni nékterych druhi bakterii
z rodu Streptococcus a Lactobacillus. Bakterie rodu Lactococcus jsou grampozitivni koky,
které maji sféricky az ovoidni tvar. Bakterie netvoti spory ani pouzdra. Jsou nepohyblivé a
vzhledem ke vztahu ke kysliku fakultativné anaerobni. Optimalni teplota rstu pro tyto
bakterie se pohybuje mezi 30 °C az 38 °C. Rostou ale i pfi teplotach nizSich. Nejsou
schopny rust v prostfedi s koncentraci NaCl 6,5 % a vys$si. Tyto bakterie jsou nutricné€ na-
ro¢né na prostiedi, ve kterém se nachazeji, vyzaduji komplexni kultiva¢ni média, pfitom-

nost aminokyselin, vitamint. [42], [43, s. 25]

V soucasné dob¢ je znamo Sest druht, patii mezi n¢ Lactococcus lactis, Lactococcus gar-
vieae, Lactococcus piscium, Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactis, Lacto-
coccus chuangangensis. Druh Lactococcus lactis obsahuje tfi poddruhy bakterii Lacto-

coccus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris a L. lactis subsp. hordniae. [43, s. 25]

Bakterie rodu Lactococcus patii mezi bakterie mlécného kvaseni, konkrétné tento rod bak-
terii se fadi mezi homofermentativni bakterie, coz znamena, ze jsou schopny fermentovat
sacharidy. Hlavnim produktem fermentace je kyselina mlécna. Proto jsou tyto bakterie
velmi Casto celosvétoveé vyuzivany v mlékarenském pramyslu. Nékteré kmeny jsou schop-
ny produkovat i jiné latky, jako napt. kyselinu listovou, biogenni aminy ¢i antimikrobni
latky. Nékteré laktokoky jsou vSak podminéné patogenni pro zZivocichy. Lactococcus gar-
vieae zpusobuje bovinni mastitidu a septické infekce sladkovodnich ryb, Lactococcus pis-

cium zpusobuje infekce lososovitych ryb. Ve vyjime¢nych piipadech mohou laktokoky
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zpusobovat 1 humanni infekce a to pfevazné u lidi se snizenou obranyschopnosti. Riziko
infekce témito bakteriemi je vSak nizké, zatim nebyla prokdzana pifima souvislost mezi

infekci a konzumaci fermentovanych potravin. [42], [44, s. 11 — 12], [43, s. 25]

2.2 Bakterie rodu Lactobacillus

Jedna se také o grampozitivni bakterie, jsou to nesporulujici delsi ty¢inky, jen ztidka jsou
pohyblivé. Lactobacily se fadi mezi mikroaerofilni az anaerobni mikroorganizmy. Jejich
optimalni teplota pro riist se pohybuje mezi 30 °C az 40 °C, optimalni hodnota pH prostie-
di je 5,5 — 6,2. Stejné¢ jako rod Lactococcus jsou nutricné ndro¢né na prostiedi.
V soucasnosti je zndmo pies 70 druht, které jsou Siroce rozsifené. Mohou se nachdzet na
slizniénim povrchu télnich dutin zivocichl i1 ¢loveéka, na rostlinnych materialech, ve fer-
mentovanych i kazicich se potravinach, ve vykalech a v odpadnich vodach. Jejich vyskyt je
ovlivnén fadou faktorti — pH, dostupnost kysliku, typ substratu, pfitomnost sekretli, vza-
jemna interakce s jinymi bakteriemi. Jen velmi zfidka jsou ptivodci infekci. Mnohé z nich

jsou nepatogenni. [42], [44, s. 16 — 20], [45, s. 7]

Dle kone¢ného produktu fermentace sacharidii mizeme laktobacily rozdé€lit do tii skupin.
Nekteré druhy spadaji do obligatné homofermentativnich bakterii, tyto bakterie pti fermen-
taci produkuji kyselinu mlé¢nou. Druhou skupinou jsou fakultativné heterofermentativni
bakterie a tfeti skupinou jsou obligatné heterofermentativni bakterie, ty pii fermentaci tvofi
kyselinu mlé¢nou jen z 50 %, dale tvoii kyselinu octovou, CO, a ethanol. [42], [45, s. 6 —
7]

Laktobacily se v potravinaiském pramyslu vyuzivaji pro vyrobu fermentovanych potravin.
Jsou soucasti startovacich kultur na vyrobu syrti — jako primarni kultury se pouZzivaji na
vyrobu kyseliny mlé¢né a ve formé ptidatnych kultur slouzi na urychleni zrani syrti. Také
mohou byt pouzity jako non-startérové kultury, které se vyuzivaji na zrani mnoha typu
syri a tvorbu aroma. Mimo vyroby syra se tyto bakterie pouzivaji 1 pii vyrob¢ jogurti,
kefirti ¢i, jinych mléénych vyrobki, jako jsou kumys, kwerionik a iben, ale také jsou vyu-
Zivany na vyrobu fermentovanych masnych vyrobkd. Mnohé laktobacily maji vlastnosti
probiotik. Mimo jiné bylo prokazano, ze tento rod bakterii je rezistentni vuci nékterym

antimikrobnim latkam. [42], [44, s. 16 — 20]
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2.3 Bakterie rodu Brevibacterium

Bakterie tohoto rodu jsou grampozitivni, ale starsi kultury se mohou barvit gramnegativne.
V zivotnim cyklu se méni tvar bun¢k. Bunikky mladych kultur tvofi nepravidelné tyCinky, ty
se mohou vyskytovat samostatné nebo ve dvou, kdy jsou ve tvaru ,,V*, nékdy mohou byt
vétvené. Naopak bunky starSich kultur jsou rozdéleny do malych kokt. Jsou nepohyblivé.
Optimalni teplota pro jejich rust je 20 az 35 °C, jsou nesporulujici, acidorezistentni a

striktn¢ aerobni. Jsou soucasti kultur, které se pouZzivaji na vyrobu syri. [42]

2.4 Bakterie rodu Propionibacterium

Bakterie rodu Propionibacterium jsou velmi pleomorfni grampozitivni ty¢inky, které maji
kyjovity tvar (to znamena, Ze jeden konec je zizeny a druhy zakulaceny). Buiiky jsou po-
dobné bunkam bifidobakterii. Vyskytuji se bud’ jednotlivé nebo po dvou nebo v malych
fetizcich. Buiiky jsou nepohyblivé a nesporulujici. Vzhledem ke vztahu ke kysliku jsou
fakultativné anaerobni a variabilni Vv toleranci ke kysliku. Z vyzivového a energetického

hlediska jsou chemoorganotrofni, jsou kultivaéné narocné a vyzaduji komplexni média.

[42]

Jsou heterofermentativni. Mezi hlavni produkty jejich fermentace patii kyselina propiono-
va, kyselina octova a oxid uhli¢ity. Proto je tento proces nazyvéan propionovym kvasenim.
Diky kyselin€ propionové maji syry ementalového typu typickou chut a vznikajici oxid
uhlicity je zodpovédny za bubliny v syrové struktufe. Propionové bakterie jsou schopny
fermentovat velké mnozstvi uhlikatych latek a také celou fadu organickych kyselin. Z toho
divodu se drahy pfemény musi alesponl na zacatku lisit. At uz je ale na kvaSeni vyuZita

jakakoliv latka, produkt fermentace je vzdy stejny. [46, S. 74]

2.5 Bakterie rodu Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni ty¢inky, které se mohou pohybovat pomo-
ci bi€ikli (monotrichélni, lofotrichalni). Jsou striktné aerobni, chemoorganotrofni a nejsou
schopny fermentace. Jako zdroj uhliku a energie mohou tyto bakterie vyuzivat fadu raz-
nych organickych sloucenin, coz jim umoziuji individuélni operony, které jsou tyto bakte-
rie schopny piepisovat a diky tomu maji k dispozici mnoho enzymi. Nékteré druhy pseu-
domonad jsou schopny produkovat barviva (zZluté, zelené, modré, Cervené, fluoreskujici
zlutozelené), ktera uvoliluji do prostiedi, ve kterém se nachazi a tim zptisobuji nezddouci

barveni potravin. V potravinach jsou také pivodcem nezadoucich chuti a pachuti. Lipoly-
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ticka aktivita pseudomonad byla pravdépodobné studovana jako prvni. Vzhledem k tomu,
ze nekteré druhy pseudomonad, které¢ produkuji dilezité lipazy, byly prefazeny do rodu
Burkholderia a nékteré pochazi z rtiznych jinych rodd, bylo dulezité zavést klasifikaci li-
paz na zéklad¢ jejich podceledi. Enzymy produkované pseudomonddami maji prevazujici
roli v priumyslu. Jejich proteolyticka a lipolyticka aktivita je velmi vyrazna. [1, s. 14 — 15],
[14,s.16], [47, s. 178]

Pseudomonady muzeme nalézt ve vodé ficni 1 moiské, v pidé€, na rostlindch, na kizi 1
Vv potravinach. Jsou schopny rist 1 za nizkych chladirenskych teplot. Mohou zplsobovat u
¢lovéka riiznd onemocnéni — zanét sttedniho ucha, novorozenecké prijmy, infekce ran a

popalenin, infekce o¢i. [1, s. 15], [48]

2.6 Bakterie rodu Bacillus

Bakterie rodu Bacillus tvoii velkou skupinu mikroorganizmii, jedna se o grampozitivni
bakterie, které maji tyCinkovy tvar. Vztah ke kysliku je rizny, nékteré druhy jsou obligatné
anaerobni, n¢které fakultativné aerobni a jiné obligatn¢ aerobni. Jsou schopny se pohybo-
vat, protoZe na povrchu buiikky maji biciky. Také vytvaii spory, které jsou velmi odolné
vici vnéjsimu prostiedi — odolavaji vysokym teplotam, zafenim, apod. Nékteré bacily patii
mezi vyznamné kontaminanty potravin, jsou schopny vytvaret mnoho riznych enzymi,
které nasledné plisobi na organicky materidl a rozkladaji ho. Jiné vytvaii patogenni toxiny

& antibiotika. [1, s. 17], [14, s. 14 — 15]

Lipazy produkované B. subtilis a B. pumilus jsou odlisné od ostatnich lipaz tohoto rodu
bakterii, jsou nejmensi, jejich velikost je jen kolem 20 kDa a maji asi jen 15 % sekvence
spole¢né s ostatnimi lipazami bacili. Naopak spole¢na vlastnost pro lipazy produkované B.
thermocatenulatus a B. stearothermophilus je, ze jejich velikost je kolem 45 kDa a maxi-

malni G¢innost vykazuji pii pH 9,0 a teploté 65 °C. [47, s. 178]

2.7 Bakterie rodu Streptomyces

Jedna se bakterie, které pro sviyj rust vyzaduji ptistup ke kysliku. Jedna se mikroorganiz-
my, které tvoii prechod mezi bakteriemi a houbami. Jejich buiiky jsou vldknité, vétvici se.
Vytvaii spory. Nejéastéjsim prostiedi, ve které se vyskytuji, je puda, ze které se mohou
Sifit do okoli a to pfevazné pomoci spor. Patfi mezi vyborné producenty antibiotik a enzy-
md, které jsou schopny rozlozit polymery. To, Ze existuje podobnost mezi lipdzami produ-

kované jednim rodem bakterii, je pravdépodobné, ale i bakterie Streptomyces cinnamoneus
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a Propionibacterium acnes produkuji lipolytické enzymy, které jsou si vyznamné blizké,
Z 39 % jsou identické a z 50 % jsou si podobné. [1, s. 16], [14, s. 16], [47, s. 178], [49, s. 5
~6]

2.8 Bakterie rodu Staphylococcus

Bakterie tohoto rodu jsou grampozitivni bakterie, nesporulujici, nepohyblivé a vhledem ke
vztahu ke kysliku jsou fakultativné anaerobni. Tento rod zahrnuje kolem 50 druha bakterii.
Jsou piirozenou soucasti kiize a sliznic, a to jak u ¢lovéka, tak také i u zvifat. Muzeme je

najit i v pid¢ a v potravinach. [48]

Stafylokoky mohou byt diagnostikovany pomoci plazmokoagulazy. Mezi stafylokoky koa-
gulaza negativni patti S. epidermidis, S. cohnii, S. capitis, S. warneri a S. haemolyticus. Do
druhé skupiny, koagulaza pozitivni stafylokoky, se fadi S. aureus a S. lugdunensis. S. epi-
dermidis je nepatogenni, popf. oportunné patogenni. Naproti tomu S. aureus patii mezi
onemocnéni. Stafylokoky jsou bakterie, které jsou spojovany se vznikem nozokomialnich
infekci, endokarditid, sepsi, pneumonii, stafylokokovych enterotoxikéz a dal§ich nemoci,
mohou byt i pivodci syndromu toxického Soku. Jsou povazovany za hrozbu pro lidské
zdravi. Pfestoze i nékteré kmeny S. epidermidis mohou zpusobit nozokomialni infekce, na
rozdil od zlatych stafylokokti neprodukuji tak agresivni faktory virulence. Naopak, tvofi
faktory, které za normalnich okolnosti udrzuji staly stav na povrchu ktize. Stafylokoky jsou
totiz pfirozenymi komenzaly kize. Zajem o stafylokoky se v posledni dob¢ vyrazné zvysil
predevsim diky rostouci odolnosti téchto bakterii vii¢i antibiotikim. [48], [50, s. 679], [51,
s.1-15]

Stafylokokové lipazy jsou pomérné velké, jejich hmotnost je kolem 75 kDa. Jsou vyluco-
vany jako prekurzory a v extracelularnim prostfedi jsou $tépeny za pomoci specifickych
protedz, ¢imz je ziskan protein s cca 400 aminokyselinovymi zbytky. Propeptid pravdépo-
dobng plisobi jako chaperon a usnadnuje translokaci lipaz pfes bunécnou membranu. Zaji-
mavé je, ze lipazy produkované bakterii S. hyicus maji pozoruhodnou fosfolipazovou akti-

vitu, coz je mezi lipazami unikatni. [47, s. 178]

Lipazy produkované S. epidermidis, ale také Propionibacterium acnes mohou byt zapojeny
do kolonizace klize a jsou schopny pfetrvavat na jejim povrchu. Lipazy z S. aureus a P.

aeruginosa jsou produkovany v prubéhu bakterialni infekce a zhorsuji funkci riznych slo-
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zek bunécné imunity, jako jsou makrofagy nebo krevni desticky. Soucasné poznatky
umoznuji zafadit tyto lipazy mezi dulezité bakterialni faktory virulence, které uplatiuji své
Skodlivé ucinky v kombinaci s jinymi bakteridlnimi enzymy, zejména s fosfolipazou C.
[16, s. 29]

2.9 Bakterie rodu Streptococcus

Bakterie tohoto rodu jsou grampozitivni. Jejich bunky maji kokovity tvar. Jsou fakultativné
anaerobni a ncktefi zastupci se také fadi mezi bakterie mlécného kvaSeni, presnéji mezi
BMK s homofermentativnim kvaSenim. V potravinaistvi jsou vyuzivany bakterie Strepto-
coccus salivarius subsp. thermophilus, slouzi na vyrobu zakysu, jogurtli a syrit emental-
ského typu. [52, s. 21]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A PRISTROJE

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

Pro kultivaci mikroorganizmii ve vzorcich smetany za ucelem stanoveni jejich lipolytické

aktivity, pro extrakci tuku ze smetany, pfipravu methylesterti a naslednou plynovou chro-

matografii byly pouzity nasledujici materialy a chemikalie:

Smetana OLMA 33 %

Olivovy olej

Petrolether (Penta)

Diethylether (Penta)

Amoniak (Penta)

Ethanol (Ing.Petr Lukes, Uhersky Brod)
Hexan (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Chlorid sodny (Penta)

Bezvody siran sodny (Penta)
Methylalkohol (Penta, Ing. Petr Svec)
Kyselina sirova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

Hydroxid draselny (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

3.2 Pouzité mikroorganizmy a kultiva¢ni pidy

Lipolytické aktivita byla sledovdna u nasledujicich mikroorganizmt, které byly ziskany

z Ceské sbirky mikroorganizmi (Czech Collection of Microorganisms, CCM):

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas fluorescens CCM 2798
Serratia marcescens CCM 303

Staphylococcus aureus CCM 3953



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

e Bacillus subtilis CCM 4062

e Bacillus cereus CCM 2010

e Bacillus sphaericus CCM 1615
e Bacillus subtilis CCM 2216

e Escherichia coli CCM 3954

e Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Pro pomnozeni mikroorganizmt byl pouzit tekuty bujon Nutrient Broth, pro uchovani za-
sobnich kultur mikroorganizmi byl pouzit Nutrient agar a na predbézné zjisténi lipolytické
aktivity byl pouzit Spirit Blue Agar. K piipravé inokula byl pouzit sterilni fyziologicky

roztok. Mikroorganizmy byly uchovavany v lednicce pfi teploté 4 + 2 °C.
Kultiva¢ni média byla pfipravena nasledovné:
Nutriet Broth (HiMedia)

Na digitalnich vahach bylo navaZeno 2,6 g smési, ke které bylo pfidano 200 ml destilované
vody. Smés byla fadné promichana a rozpipetovana automatickymi pipetami do zkumavek
v objemu 4,5 ml. Takto piipravené zkumavky byly sterilizovany v autokldvu po dobu 20

minut pfi teploté 132 °C.
Nutriet agar (HiMedia)

Pomoci digitalnich vah bylo navaZzeno 11,2 g smési a doplnéno destilovanou vodou do 400
ml. Poté byl roztok sterilizovan v autoklavu 20 min pti 132 °C. Takto pfipraveny agar byl

rozlit do sterilnich Petriho misek.
Spirit Blue Agar (HiMedia)

Na ptipravu tohoto agaru bylo pomoci digitalnich vah navdZeno 6,43 g smési, ke které bylo
doplnéno 200 ml destilované vody. Nésledovala sterilizace po dobu 20 min pfi teploté 132
°C. Agar byl rozlit do sterilnich Petriho misek.

Fyziologicky roztok

K pfipravé tohoto roztoku bylo navazeno 3,6 g chloridu sodného, ktery byl doplnén desti-

lovanou vodou do objemu 400 ml. Nasledovala sterilizace pii 132 °C po dobu 20 minut.
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3.3 Pouzité pristroje, zarizeni a pomicky
e Digitalni vahy
e Vortex, (Heidolph REAX top), Némecko
e Autoklav Varioklav H+P, Némecko
¢ Biohazard box EUROFLOW (Clean air), Holandsko
e Biologicky termostat BT 120, Ceska Republika
e Dezilametr Emo Brno
e Automatické pipety Biohit

e Laboratorni sklo (Petriho misky, zkumavky, kadinky, valce, pipety, ty¢inky, od-

mérné banky, varné banky, délici banky, nalevky)
e Laboratorni plasty (Spicky pro automatické pipety, hokejky, o¢kovaci klicky)

e Ostatni béZné laboratorni pomicky a vybaveni

3.4 Dekontaminace pouzitého materidlu

Veskery material, jako je laboratorni sklo a kultivacni pidy, ktery byl pii1 praktické ¢asti
diplomové prace v ramci mikrobiologické Casti pouzit, byl dekontaminovan v autoklavu

pfi teploté 132 °C po dobu 20 minut.

3.5 Metodika

Prakticka ¢ast mé diplomové prace byla provadéna nasledujicim postupem.

Priprava kultur bakterii

Nejdiive musely byt oZiveny bakterie, které byly zvoleny pro testovani lipolytické aktivity,
protoze pouzité kultury mikroorganizmi byly pro jejich uchovani zamrazeny. Byl pfipra-
ven tekuty bujon Nutrien Broth o objemu 200 ml, ktery byl rozpipetovan do zkumavek po
4,5 ml. Takto pfipravené zkumavky byly vysterilizovany v autoklavu pfti teploté 132 °C po
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dobu 20 minut. Poté, co bujon vychladl na laboratorni teplotu, mohly byt pomoci sterilnich
klicek bakterie zaockovany do bujonu. Piipravené kultury byly kultivovany v termostatu
po dobu 24 hodin pfi teploté piislusné pro dany mikroorganizmus. Mikroorganizmy Esche-
richia coli, Salmonella a Staphylococcus aureus byly kultivovany pii teploté 37 °C, zby-

lych sedm druhti bakterii bylo kultivovano pfi teploté 30 °C.

Nasledujici den bylo ptipraveno 200 ml Nutrient agaru, byl vysterilizovan a rozdélen do
deseti Petriho misek. Jakmile agar na miskach zatuhl, byl pomoci kiiZového roztéru zaoc¢-
kovan bakteriemi, které¢ byly po dobu 24 hodin kultivovany v termostatu v bujonu. Misky
s mikroorganizmy byly opét vlozeny do termostatii s patficnou teplotou, kde byly opét kul-

tivovany do druhého dne.

Lipolyticka aktivita mikroorganizmu p¥i kultivaci na Spirit Blue Agaru

Test lipolytické aktivity pomoci Spirit Blue Agaru byl provadén dvéma riznymi postupy.
Prvnim zpisobem byl ptipraven Spirit Blue Agar v objemu 400 ml, ktery byl vysterilizo-
van v autoklavu, nasledné byl ochlazen na 50 °C, kde do n¢&j bylo ptidano 12 ml substratu.
Substrat pro lipolyzu byl ziskan rozpusténim 0,09 ml Tweenu 80 v 36 ml destilované vody.
Z ditvodu Spatného rozpousténi Tweenu 80 ve vodé bylo vyuzito 1 zahfivani roztoku. Poté
bylo do roztoku pridano 9 ml olivového oleje. Substrat byl michan tak dlouho, az byla vy-
tvofena emulze typu olej ve vodé. Takto piipraveny agar s obsahem substratu byl rozdélen
na Petriho misky, kde byl ponechan vychladnout a vytuhnout. Nasledné byly misky rozdé-
leny na dvé poloviny, kde na ob¢ jeji ¢asti byl zaockovan stejny mikroorganizmus. O¢ko-
vani bylo provadéno kfizovym roztérem. Takto pfipravené pudy byly vlozeny do termosta-
tu, pudy s bakteriemi Escherichia coli, Salmonella Enteritidis a Staphylococcus aureus
byly kultivovany opét pii teplot¢ 37 °C 24 az 48 hodin, pudy s bakteriemi Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Bacillus sphaericus byly kultivovany pii teploté 30 °C stejné¢ dlouhou dobu. Po
uplynuti doby kultivace byly odecteny vysledky. Prokazani lipolytické aktivity u testova-

nych mikroorganizmi bylo hodnoceno pomoci vzniku modrého zabarveni agaru.

Druhy zptisob ptipravy Spirit Blue Agaru byl nasledujici. Agar byl ptipraven béznym po-
stupem v objemu 200 ml. Pida byla vysterilizovana v autoklavu spole¢né€ i s odmérnym
valcem. Poté bylo na kazdou Petriho misku odméifeno piesné 20 ml pudy. Nasledné byl k

agaru pomoci automatické pipety pridan 1 ml inokula bakterii ve fyziologickém roztoku.
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Inokulum bylo pfipraveno tak, ze do sterilnich plastovych zkumavek byl napipetovan fyzi-
ologicky roztok 0 objemu cca 4 ml, do kterého byly pomoci sterilnich kli¢ek pridany bak-
terie. Suspenze byla promichana na Vortexu a na dezilametru, byl zméfen zakal. Pozado-
vana hodnota zakalu byla vzdy 1 McFarland. Do takto pfipravenych zaockovanych ploten
byly pomoci sterilnich $pic¢ek udélany ¢tyfi rovnomérné rozmisténé jamky, do kterych byl
napipetovan olivovy olej v objemu 50 ul. Takto pfipravené pudy byly dany do termostatu
ke kultivaci, ktera probihala pfi stejnych podminkach jako ptedtest lipolytické aktivity pfi-
praveny ptedchozim zptisobem. Po uplynuti kultivacni doby byly opét odecteny vysledky.

Test ristu mikroorganismii ve vzorcich smetany

Pted samotnym testem na lipolytickou aktivitu danych bakterii, bylo nutno provést zkous-

ku rGstu a mnoZeni bakterii ve smetané. Zkouska byla provedena nésledujicim zplisobem.

Prvni den bylo vysterilizovano 40 kust sklenénych zkumavek spolu s vickem. Bylo pfi-
praveno 200 ml sterilniho fyziologického roztoku, ktery posléze slouzil na pfipravu inoku-
la bakterii. Toto inokulum bylo pfipraveno ve sterilnich plastovych zkumavkach. Pro kaz-
dou bakterii odpovidala jedna zkumavka inokula se zdkalem 1 McFarland. Zakal byl opé&t

meéfen na denzilametru.

Déle bylo ptipraveno 200 ml smetany, do které byla ptidana glukéza na vyslednou koncen-
traci 5 g/l. Tato smetana byla rozpipetovana do 20 kusti vysterilizovanych zkumavek po 5
ml. Stejnym zpusobem byla rozpipetovana i smetana bez piidavku glukozy. Bylo tak tedy
ptipraveno celkové 40 kusti zkumavek se smetanou. Tyto zkumavky byly dale zaoCkovany
testovanymi bakteriemi. O¢kovani bylo provedeno pfipravenym inokulem bakterii ve fyzi-
ologickém roztoku, kdy do kazdé zkumavky bylo napipetovano 100 ul inokula tak, aby pro
kazdy mikroorganizmus byly zaockovany vzdy dvé zkumavky se smetanou bez glukézy a

dvé zkumavky se smetanou s obsahem glukézy.

Kultivace takto ptipravenych vzorkd smetany probihala pii dvojich podminkach. Polovina
vzorkl byla nechéna pfi laboratorni teploté a polovina vzorkl byla dana do termostatu, ve
kterém byla idedlni teplota pro dany mikroorganizmus. Tzn, Ze polovina vzorkli smetany
s glukézou, kdy kazda zkumavka byla zaockovana jinym mikroorganizmem, byla kultivo-
vana pii laboratorni teploté a druha polovina, ktera byla zao¢kovana stejnymi mikroorgani-
zmy, byla kultivovana v termostatu, z ¢ehoz zkumavky obsahujici Escherichia coli, Sal-

monella a Staphylococcus aureus byly v termostatu pii 37 °C a zbylych sedm zkumavek
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bylo kultivovéano pti 30 °C. Vzorky byly kultivovany do druhého dne. Stejnym zpiisobem

byly rozdéleny a kultivovany i vzorky smetany bez glukozy.

Druhy den bylo ptipraveno 800 ml Nutrient agaru, ktery byl po sterilizaci v autoklavu roz-
délen do 40 sterilnich Petriho misek. Kazda ze 40 zkumavek piipravenych predchazejici
den byla vyockovéana vzdy na jednu Petriho misku. Z kazdé zkumavky bylo pipetou ode-
brano 100 pl vzorku, ktery byl napipetovan na misku a sterilni plastovou jednorazovou
hokejkou rozhokejkovan po celé plotné. Takto ziskané misky byly nechany na kultivaci za

podminek vhodnych pro dany mikroorganizmus po dobu 24 hodin.

Zkumavky se zaoCkovanou smetanou byly po odbéru vzorku opét kultivovany pii stejnych
podminkach jako pfedchazejicich 24 hodin. Stejnym postupem byly odebirany vzorky i
treti, Ctvrty a paty den testu. Soucasné byly hodnoceny pfipravené vzorky a bylo sledova-
no, zda jednotlivé mikroorganizmy rostou a v jaké mife. Kultivace smetany ve vSech Ctyfi-

ceti zkumavkach byla paty den ukoncena a zkumavky byly zlikvidovany.

Test lipolytické aktivity ve vzorcich smetany

Samotny test na lipolytickou aktivitu bakterii byl proveden nasledovné. Do 30 ml smetany
o tucnosti 33 % bylo pfidano 600 pl inokula bakterii. Test byl proveden ve velkych 50ml
plastovych sterilnich zkumavkach. Inokulum bylo pfipraveno ze sterilniho fyziologického
roztoku, ke kterému byly sterilni klickou pfidany bakterie, vysledna hodnota zakalu vznik-

1¢ suspenze byla 1 McFarland. Zakal byl opét kontrolovan na denzilametru.

Takto zaoCkovana smetana byla nechdna pfi kultivaci 48 hodin v termostatu pfi teploté
30 °C. Ke vzorklim smetany s bakteriemi byl také pfidan jeden vzorek samotné nezaocko-
vané smetany, ktery byl po dobu kultivace ponechan pii stejnych podminkach jako zao¢-

kované vzorky.

Pii orientacnim stanoveni lipolytické aktivity bakterii na Spirit blue agaru bylo pouzito
vSech deset vySe zminénych mikroorganizmi, na zéklad¢ vysledku téchto testi bylo vy-
brano pouze pét bakterii, které byly pouzity k dalSimu testovani. Patii mezi n¢ Serratia
marcencens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus

a Bacillus subtilis.
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Po 48 hodinach kultivace vzorkt, bylo ze vSech vzorkii odebrano potfebné mnozstvi sme-
tany na extrakci tuku a nasledné stanoveni lipolytické aktivity testovanych mikroorgani-

Zmu.

Extrakce tuku ze smetany

Pro vyextrahovani tuku ze vzorkidi smetany bylo nutno odvazit 10 g smetany. Ta byla vy-
temperovédna na teplotu 38 + 1 °C. Smetana byla pfevedena do délici nalevky, kde k ni
bylo pfidano 3 ml amoniaku, 10 ml ethanolu a 25 ml diethyletheru. Cela smés byla fadné
protfepana po dobu jedné minuty. Nasledné¢ bylo ke smési pfiddno 25 ml petroletheru a
obsah délici nalevky byl opét protiepan po dobu 1,5 minuty. Smés v déli¢ce byla ponecha-

na pti laboratorni teploté po dobu tficeti minut, béhem této doby doslo k oddéleni fazi.

Po uplynuti ptl hodiny byla spodni zakalena ¢ast prepusSténa do kadinky a vrchni ¢ird ¢ast
byla odpusténa do banky s kulatym dnem. Zakalena ¢ast byla opét vracena do délici na-
levky, kde k ni bylo pfidano 5 ml etanolu a 15 ml diethyletheru. Smés byla fadn¢ protiepa-
na. Bylo Kk ni pfidano dalSich 15 ml petroletheru. Dale doSlo ke tfepani smési po dobu jed-
né a pil minuty. Obsah délici nalevky byl opét ponechan tficet minut pfi laboratorni teplo-
t&. Cird &ast v baiice s kulatym dnem byla dana na vakuovou odparku a za podtlaku byl

odpaien obsah rozpoustédel. V barce tak zistal pouze vyextrahovany tuk.

Zakalena cast v délicce byla odpusténa do kadinky a ¢ird vrchni ¢ast byla pfidana do banky
s kulatym dnem k vyextrahované ¢asti tuku. Tato baiika byla znovu nasazena na vakuovou
odparku, ve které byl odparen zbytek rozpoustédel. Banka s vyextrahovanym tukem byla
vloZena do susarny, kde byla ponechana pii teploté¢ 50 — 60 °C do druhého dne. Tento vzo-

rek tuku byl pfichystan na ptipravu methylestert.

Timto zptisobem byla extrakce tuku provedena jak u vsech péti zaockovanych vzorkt sme-

tany, tak i u jednoho nezaockovaného vzorku.

Piiprava methylesteri mastnych kyselin

Aby bylo mozné zjistit, zda maji bakterie pozadovanou vlastnost, kterd byla studovana,
bylo nutno pfipravit methylestery, protoze pravé tyto latky bylo mozno analyzovat pomoci
plynového chromatografu. Methylestery byly pfipravovany dvéma riiznymi zpiisoby a to

jak kyselou, tak i bazickou katalyzou. Tyto dva zpusoby ptipravy byly vybrany proto, Ze
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pti kysele katalyzované esterifikaci jsou na methylestery pfevedeny mastné kyseliny jak
volné, tak i vazané. U bazicky katalyzované esterifikace jsou vSak na methylestery pieve-
deny pouze vazané mastné kyseliny. Tenhle piedpoklad byl popsan také v normé ES ISO
12966.

Kysele katalyzovana esterifikace tuku ve vzorcich smetany

Do 100ml odmérné baniky bylo s piesnosti 0,001 g navdzeno 0,5 g vzorku vyextrahované-
ho tuku. Ke vzorku bylo pifidano 15 ml methanolu a 0,25 ml kyseliny sirové. Ke smési
byly také pfidany varné kaminky, aby nedoslo k utajenému varu. Baiika byla vloZena do

varného hnizda a pod zpétnym chladi¢em byla smés vafena po dobu alespon 45 minut.

Izolace methylesterti mastnych kyselin

Po ukonceni varu byla baiika ochlazena a jeji obsah byl pfeveden do délici nalevky. Prazd-
na varna baiika byla promyta 5 ml hexanu, ktery byl posléze ptidan ke smési v déli¢ce spo-
lu's 10 ml 20% roztoku chloridu sodného. (Roztok chloridu sodného byl pfipraven navaze-
nim a rozpusténim 40 g NaCl ve 200 ml destilované vody. Roztok byl ptipraven do 200ml
odmérné barky). Cely obsah v délici nalevce byl fadné& protfepan a potfebnou dobu byl
ponechan v klidu, kdy doSlo k oddéleni vrstev. Doslo k oddéleni vodné a hexanové faze,
vodna faze byla spodni a hexanové faze byla nahote. Spodni vodna faze byla prepusténa
do druh¢ dé€lici nalevky, kde k ni bylo pfidano 2,5 ml hexanu a smés byla znovu fadné pro-
ttepana. Opét bylo vyckano na oddéleni vrstev, spodni vodna faze byla odpusténa a horni
hexanova faze byla pfidana k hexanové fazi v prvni délici nalevce. K hexanovym extrak-
tim bylo dale ptidano 7,5 ml 20% NaCl a smés byla protiepana. Po dal§im oddé€leni vodni
a hexanové faze byla vodna faze odpusténa a hexanova faze byla vysuSena pomoci filtrace
pfes bezvody siran sodny, ktery byl nanesen na filtra¢ni papir v nalevce. Takto pfipravené
methylestery byly pfi filtraci zachyceny do 5ml odmérnych banék. Timto zplisobem pfi-

chystany vzorek byl pfipraven k analyze na plynovém chromatografu.

Bazicky katalyzovana esterifikace tuku ve vzorcich smetany

Ptiprava methylesterti bazickou katalyzou byla provedena obdobné, jako vySe popsana

kysele katalyzovana esterifikace tuku.

Do 100ml varné baiiky byl s pfesnosti 0,001 g odvdzen 1 g vzorku vyextrahovaného tuku

ze smetany. K tuku bylo pfidano 10 ml methanolu a 0,25 ml 1M methanolického roztoku
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hydroxidu draselného. (1M — KOH byl pfipraven navazenim a rozpusténim 0,2805 g KOH
Vv 5 ml methanolu. Roztok byl pfipraven do 5ml odmérné barnky.) Do varné banky byly
pfidany varné kaminky a bafika se smési byla vloZzena do varného hnizda, kde byla pod
zpétnym chladicem udrZzovéna ve varu alespon po dobu 30 minut. Po ukonceni vareni byla
smés ochlazena a dale bylo postupovano stejnym zptisobem, jako je popsano vyse U izola-

ce methylesterti mastnych kyselin.

Timto zptlsobem byly pfipraveny vSechny vzorky smetany, které byly dfive zaoCkovany
testovanymi bakteriemi 1 spolu s jednim nezaockovanym vzorkem, tzn, Ze celkové bylo
pripraveno dvanact vzorkli methylesterti — pét vzorka zao¢kované smetany bakteriemi este-
rifikovanych kysele, pét vzorkli zaockované smetany esterifikovanych bazickou katalyzou,
jeden vzorek nezaoCkované smetany piipraveny Kyselou katalyzou a jeden vzorek nezaoc-

kované smetany ptipraveny bazickou katalyzou esterifikace.

Plynova chromatografie pripravenych methylesteri

Ptipravené methylestery byly analyzovany pomoci plynové chromatografie. Sledovan byl
profil mastnych kyselin ve vzorku, tedy typ pfitomnych mastnych kyselin a jejich procen-
tualni zastoupeni ve vzorku. Analyza probihala s vyuzitim plynového chromatografu GC

14A Shimadzu a postup analyzy byl nasledujici:

Jako prvni byl zapnut plynovy chromatogram GC 14A Shimadzu a na displeji byly nasta-
veny nasledujici parametry pro analyzu — teplota nastiiku (INJ) byla 225 °C, teplota detek-
toru (DET) byla 230 °C, teplota kolony (COL) byla naprogramovana na: COL INIT TEMP
byla 110 °C, COL INIT TIME byla 3,0 min., COL PROG RATE byla 15 min., COL
FINAL TEMP byla 220 °C a COL FINAL TIME byl 10 min. Dale bylo zmacknuto tlacit-
ko ,start a byl zapnut HEATER, v zapéti byl zapnut i detektor FID. Také byly nastaveny
tlaky plyni — dusik jako nosny plyn byl nastaven na tlak 2,5 kg.cm'z, tlak pro dusik na
oplachovani byl 0,5 kg.cm™, tlak vzduchu byl 0,3 — 0,5 kg.cm™ a tlak pro vodik byl 0,5
kg.Cm'Z. Nasledovalo zapaleni FID detektoru pomoci zapalovace. To, zda plamen hoftel,
bylo zjistovano pomoci mikroskopického skli¢ka. Vzorek pro analyzu byl ddvkovan po-
moci mikrostiikacky Hamilton a nésttikovy objem byl 2 pl.

Pied tim, nez byl vzorek nastiiknut, bylo nutno spustit program na PC. Na monitoru byla

oteviena ikona CSW software, déle byla spusténa ikona Shimadzu GC14 a byla oteviena

spravna metoda pro analyzu a to CSW32 laboratofe TUKY Il.met. Bylo kliknuto na iko-
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nu ,,Waiting” a na ikonu vialky se stfikackou, kde bylo nachystdno dialogové okno, ve
kterém byly vyplnény informace o nastiikovaném vzorku. V ptipadé, ze byla zakladni linie

dostate¢n¢ stabilni, mohlo byt pfistoupeno k vlastni analyze.

NapInénou mikrostiikacku do objemu 2 pul bylo nutno nabrat tak, aby v celém naplnéném
objemu nebyla zadna bublinka, stfikacka byla pfes septum zasunuta do injektoru a v co
nejkratSim casovém intervalu byl obsah stfikacky vypustén dovnitt, na ovladacim panelu
od plynového chromatografu bylo co nejdiive zmacknuto tlac¢itko ,,start” a ihned na moni-
toru bylo kliknuto na tlac¢itko ,,run®, které slouZilo pro zahajeni sbéru dat pomoci SW. Tim-

to zptisobem byla spusténa analyza, ktera bézena dvacet minut.

Pti analyze bylo nejdiive nastiiknuto Cisté rozpoustédlo — hexan, aby bylo zajisténo vy-
plachnuti kolony. V opaéném ptipadé by detektor ukazoval signaly, které by nepochazely
z naseho vzorku. Po procisténi kolony mohlo byt piistoupeno K nastiiknuti vlastnich vzor-
ki methylestert pfipravenych ze vzorkli smetany. Kazdy jednotlivy vzorek byl nastfiknut
minimalné tiikrat po sobé. V neposledni fad¢ byl také nastiiknut standard, ktery slouzil pro
porovnani MK a pro ptesné zjisténi 0 jakou MK se jedna. Z divodu casové naro¢nosti ne-
bylo mozno proméfit vSechny vzorky methylesterti v jeden den, a proto byly vzorky ucho-

vavany v 5ml odmérnych bankach v lednici.

Vysledkem kazdé analyzy byl chromatogram, byly zaznamenavany hodnoty ploch a vysek
pikd a podle retencnich ¢asti jednotlivych piki bylo mozno rozpoznat, 0 jakou mastnou

kyselinu se jednalo. Reten¢ni ¢asy byly porovnavany s hodnotami v nasledujici tabulce 1.

Tab. 1. Retencni casy pro methylestery MK ve standardu S UPELCO™ 37 Component
FAME Mix (1. ¢ast)

Cislo | Retenéni MK Cislo | Retenéni MK
piku cas piku cas
1 - Maselna 6 6,33 Laurova
2 1,32 Kapronova 7 7,20 Tridekanova
3 2,24 Kaprylova 8 8,04 Myristova
4 4,31 Kaprinova 9 8,34 Myristolejova
5 5,36 Undekanova 10 8,8 Pentadekanova
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Tab. 2. Retencni casy pro methylestery MK ve standardu SUPELCO™ 37 Component
FAME Mix (2. ¢ast)

Cislo | Retenéni MK Cislo | Retené&ni MK
piku cas piku cas
11 9,1 Pentadecenova 19 11,80 Gama-linolenova
12 9,52 Palmitova 20 12,40 Alfa-linolenova
13 9,72 Palmitolejova 21 12,80 Arachova
14 10,20 Heptadekanova 22 13,06 Eikosanova
15 10,39 Heptadecenova 23 13,71 Eikosadienova
16 10,90 Stearova 24 14,13 Eikosatrienova, henei-
kosanova
17 11,10 Olejova 25 14,55 Eikosatrienova cis 11,
14,17
18 11,50 Linolova, linoelajdova 26 14,73 Arachidonova

Stanoveni koncentrace kyseliny palmitové metodou kalibraéni piimky

Kromé profilu mastnych kyselin, tedy procentudlniho zastoupeni jednotlivych kyselin,
byly stanoveny i piesné koncentrace kyseliny palmitové ve vSech testovanych vzorcich.
Vzhledem k tomu, ze vzorky jsou pomémné komplexni a obsahuji vice nez 10 riznych
mastnych kyselin, byla zvolena jedna mastna kyselina, jejiz obsah byl ve vzorcich sledo-
van. Kyselina palmitova byla vybrdana vzhledem kjejimu vysokému obsahu

Vv analyzovanych vzorcich.

Pro tuto kyselinu byla tedy sestrojena kalibra¢ni ptimka. Tato pifimka byla vytvofena pro-
méfenim nekolika riznych koncentraci methylester kyseliny palmitové. Vzhledem
Kk tomu, ze Cisty methylester této kyseliny nebyl v laboratotich k dispozici, bylo nutno si jej
pfipravit. Pfiprava byla provadéna na zaklade¢ kysele katalyzované esterifikace MK. Postup
byl shodny s postupem vyroby methylesterti vSech ptedchazejicich vzorkii vyextrahované-

ho tuku ze smetany. LiSil se pouze tim, Ze na pfipravu nebyl pouzit tuk, ale pouze Cista
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kyselina palmitova. Po dostatecné dlouhé dob¢ varu a spravné izolaci vytvofenych methy-
lestert byl tento vzorek proméien plynovou chromatografii, aby bylo zjisténo, zda byl Cisty

a zda jej bylo mozno na sestrojeni kalibraéni piimky pouzit.

V tomto piipad¢ byl vzorek naredén, koncentrace byly nasledujici — 100 %, 50 %, 25 %,
12,5 % a 6,25 %. Redéni bylo provadéno na zakladd zied'ovaci rovnice. Vzdy bylo ve
spravném poméru smichano potiebné mnozstvi 100% roztoku methylesterti kyseliny pal-
mitové s danym mnozstvim Cistého hexanu jako rozpoustédla. Jednotlivé objemy roztoku
jsou uvedeny v tabulce 2. Jednotlivé vzorky byly opét proméfeny na plynovém chromato-

grafu vicekrat.

Tab. 3. Mnozstvi roztoku methyleseru a hexanu pro roztoky na kalibracni primku

Vysledna koncentrace 100% roztok methylesteru Hexan
[%0] [ml] [ml]
100 2 0
50 1 1
25 05 15
12,5 0,25 1,75
6,25 0,125 1,875
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tématem prace je lipolyticka aktivita bakterii, tedy jejich schopnost Stépit tuky, ve kterych
jsou mastné kyseliny vazany. Cilem prace bylo stanovit lipolytickou aktivitu za pomoci
metody kultivaéni a dale ovétit, zda 1ze lipolytickou aktivitu sledovat pomoci dvojiho zpt-
sobu ptipravy methylesteri mastnych kyselin s naslednym stanovenim plynovou chroma-

tografii.

Kultivace na Spirit Blue Agaru byla zvolena jako metoda spiSe orienta¢ni, vzhledem k jeji
nizsi citlivosti a spolehlivosti. Na zéklad¢ této kultivacni metody byly vSak zvoleny mikro-

organizmy pro dalsi fazi prace - tedy pro stanoveni plynovou chromatografii.

Stanoveni lipolytické aktivity plynovou chromatografii vychézi z pfedpokladu, Ze pfi ba-
zicky katalyzované esterifikaci dochazi k esterifikaci vazanych mastnych kyselin, zatimco
volné mastné kyseliny na methyestery stanovitelné plynovou chromatografii prevedeny
nejsou. Kysele katalyzovana esterifikace naopak umoznuje vznik methylesterd jak z vaza-
nych, tak i z volnych mastnych kyselin [30, s. 9]. V piedkladané praci byly stejné vzorky
podrobeny obéma metodam piipravy methylesterti. Analyza plynovou chromatografii by
tedy méla umoznit detekovat lipolyzu, béhem které jsou vazané mastné kyseliny uvolio-

vany - jejich mnozstvi klesa ve prospéch mastnych kyselin volnych.

V prvni fazi byla provedena kvalitativni analyza vzorki s cilem zjistit, zda se jednotlivé
vzorky smetany nezaockované a vzorky smetany zao¢kované riiznymi mikroorganizmy lisi
Z hlediska profilu mastnych kyselin a jejich pomérného zastoupeni a zda se 1isi vzorky pfi-
pravené bazickou a kyselou katalyzou. V dal$i fazi bylo provedeno kvantitativni stanoveni

kyseliny palmitové v testovanych vzorcich.

4.1 Lipolyticka aktivita testovana kultiva¢né

Testovanim lipolytické aktivity pomoci kultivace mikroorganismii na Spirit Blue Agaru
bylo prokazano, ze ne vSechny studované bakterie byly schopny tuk rozlozit. Tato metoda
neni prili§ citliva, a proto to, Zze u nékterych mikroorganizmu nebyla lipolyticka aktivita
prokdzana, neznamenalo, Ze tyto bakterie schopnost rozkladat tuk nemaji viibec. Pouze

tuto schopnost nebylo mozné prokazat za pouziti této metody.
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Jak bylo popsano v metodice, test na Spirit Blue Agaru byl provadén dvéma zptsoby. Prv-
ni zpusob byl ten, kdy olivovy olej byl pfidan ptimo do pudy pied jejim ztuhnutim. Olej
slouzil v médiu jako substrat pro lipolytické enzymy bakterii. Pozitivni vysledek na lipoly-
tickou aktivitu byl prokdzan zménou zbarveni agaru. V okamziku, kdy doslo k rozlozeni
tuku, doslo ke zméné barvy pidy na modrou nebo byl agar na pohled transparentni. Timto
zpusobem byla lipolyticka aktivita prokazana u bakterie Pseudomonas fluorescens a Pseu-
domonas aeruginosa. V obou ptipadech doslo k ¢asteénému modrému zbarveni agaru.
Tento vysledek byl shodny i s literaturou, ktera uvadi, ze bakterie rodu Pseudomonas maji

dostate¢né velkou lipolytickou aktivitu.

Vysledky tohoto testu navic mohou byt ovlivnény dostupnosti substratu pro lipazy, vzhle-
dem k tomu, Ze je nutné zabudovani tukové slozky do vodného prostiedi. Mohlo by tudiz
dochazet k oddéleni tukové faze, coz pochopitelné muze vysledek testu ovlivnit. Z toho

davodu byla provedena i iprava metody a test byl tedy proveden ve dvou verzich.

Druhy zptisob provedeni, kdy byl olivovy olej davkovan v presné definovaném objemu do
dér vytvotenych v pidé a mikroorganizmy byly pfidavany ptimo do média, poskytoval
podobné vysledky jako prvni zplsob s tim rozdilem, Ze lipolyticka aktivita byla zjiSténa u
vétsiho poctu mikroorganizmt. Byla stanovena, tak jako v prvnim pfipadé, u bakterii
Pseudomonas auruginosa a Pseudomonas fluorescens a dale u bakterie Bacillus subtilis a
Staphylococcus aureus. U obou bakterii rodu Pseudomonas byla lipolyticka aktivita zjisté-
na modrym zbarvenim pudy na celé plotné. V piipadé mikroorganizmi Bacillus subtilis a
Staphylococcus aureus byla tato aktivita dokdzana také modrym zbarvenim, ale to bylo
pouze v okoli jamek, ve kterych byl olivovy olej. U zbylych mikroorganizmi nebyla lipo-

lyticka aktivita kultivaci na Spirit blue agaru prokéazana.

Ze ziskanych vysledkt kultivacniho testu bylo vybrano pét bakterii (Serratia marcescens,
Pseudomonas auruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus a Bacillus
subtilis), kterymi byly dale zao¢kovany vzorky smetany a jejich schopnost rozkladat tuk

byla zjist'ovana i dal$i metodou.

4.2 Test riustu mikroorganismu

Test riistu mikroorganizmt byl proveden s cilem zjistit, zda jsou mikroorganizmy ve vzor-

cich smetany schopny riistu a mnozeni a také zjistit, jakd doba inkubace vzorku by byla
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optimalni pro dalsi praci se vzorkem. Bylo sledovano, po jakou dobu jsou mikroorganizmy
ve smetan¢ schopny ristu vzhledem k tomu, Ze prostfedi smetany se vlivem mnozeni kul-
tury méni, dochazi k vy€erpani zivin a hromadéni metabolitd. Vzorky smetany byly zao¢-
kovéany inokulem bakterii a po dobu péti dnit byly v pravidelnych intervalech odebirany
vzorky, které byly o¢kovany na pevnou pudu. Cilem testu nebylo stanovit pfesny pocet
zivotaschopnych bun¢k ve vzorku, ale spiSe orientacné odhadnout na zaklad¢ naristu,

Vv jaké fazi rustové kiivky se kultura nachézi.

Prvni den odectl bylo zjisténo, Ze mikroorganizmy rostou velmi dobfe. Na vSech miskach
byl dobie viditelny souvisly nardst kultur bakterii. Nebylo mozno jednotlivé kolonie spoci-
tat a urcit jejich mnozstvi v jednotkach CFU/ml. Tento vysledek byl shodny jak pro kultu-
ry, které byly kultivovany v termostatu pii jejich idealni teploté, tak i pro kultury kultivo-
vané pii laboratorni teploté. Také nebyl pozorovan zadny rozdil mezi vzorky, které obsa-
hovaly jen smetanu, a mezi vzorky, ke kterym byla ptidana i glukéza jako dalsi zdroj zivin
pro bakterie.

U vzorkd odebranych druhy den byl jiz rozdil mezi jednotlivymi druhy bakterii a také
podminkami jejich kultivace. V pifipadé bakterie Escherichia coli byl pozorovan slabsi
narist kultury, na plotné bylo mozné sledovat izolované kolonie. Vysledek byl obdobny
pro vSechny sledované vzorky s E. coli, tedy ve smetané i ve smetan¢ s glukdzou za obou
teplot. U mikroorganizmu Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis byl i druhy
den rust ve vSech vzorcich velmi intenzivni. U bakterie Staphylococcus aureus byl nartst
ve srovnani s pfedchazejicim dnem o néco slabsi. Vyrazny rlst byl zaznamenan ve vzor-
cich smetany s ptidavkem glukézy. U vzorku smetany s MO Pseudomonas aeruginosa
kultivovaném pfi optimalni teploté byl pozorovan jen mirny rast, ale ve vzorku s pfidav-
kem glukozy byl rist mnohem vyrazngjsi. Vyrazny rust Pseudomonas fluorescens byl dru-
hy den sledovan u vSech vzorkl bez ohledu na podminky kultivace. Typické pro tento MO
bylo zelené fluorescentni zbarveni kolonii na v§ech miskach. Bakterie Serratia marcescens
dobfe rostla pii laboratorni teploté¢ u vzorki s glukdézou i1 bez glukdzy, pii kultivaci
Vv termostatu pii 37 °C byl rust slabsi oproti laboratorni teploté. Kolonie S. marcescens me-

ly rizové az Cervené zabarveni.

I kdyz se v piipadé bakterie Bacillus subtilis jednalo o stejny druh, ktery vSak pochazel
z jiného zdroje, zjisténé vysledky nebyly totozné. B. subtilis (CCM 4062) rostl pouze u
vzorku smetany s pridavkem glukézy pti kultivaci v termostatu. B. subtilis (CCM 2216)

naopak nerostl jen v jednom ptipad¢ a to ve smetané pii laboratorni teploté. Bakterie Bacil-
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lus cereus rostla ve vSech vzorcich velmi dobfe, rust byl na miskach velmi intenzivni. Ba-
cillus sphaericus také rostl u vsech testovanych vzorki, ale ve vzdjemném porovnani ristu
ve smetan¢ a ve smetané s glukozou pii optimalni teploté ristu byl rist bakterie s pridav-

kem zivin mnohem vyrazné&;jsi.

Po trech dnech kultivace by se dalo fici, Ze nebyly zjistény velké rozdily v ristu bakterii
mezi vzorky smetany, ke kterym byla nebo nebyla pridana glukéza. Bakterie E. coli nerost-
la v zddném ze vzorkd. Naopak mikroorganizmy Salmanella, Bacillus subtilis (CCM
4062), Bacillus subtilis (CCM 2216), Bacillus cereus, Bacillus sphaericus a Pseudomonas
aeruginosa rostly dobie. U vSech téchto MO byl pozorovan rust kolonii na miskach jak u
smetany, u smetany s piidavkem glukozy kultivujici se v laboratornich podminkach, tak i

V termostatu pii optimalni teplot¢.

Rust bakterie Serratia marcescens byl i po tfech dnech inkubace vzorkd stejny jako
pii odectech vysledka predchozich, tedy po dvou dnech. Rust Staphylococcus aureus byl
viditelny na vSech miskach vzorki, ale v porovnani ristu vzorki smetany bez ptidavku a
s ptidavkem glukézy bylo patrné, ze mikroorganizmiim ve vzorcich s pfidavkem Zivin se
datilo 1épe. Na ptidach se nachédzelo vétsi mnozstvi kolonii, ale ani v ptipad¢ vzorku Cisté
smetany je nebylo mozno pro jejich velké mnozstvi spocitat. U Pseudomonas fluorescens
byl i po tfech dnech rist na miskach vyrazny, kolonie byly opét krasné zelené fluorescent-
ni. U vzorkl skladovanych pii laboratorni teploté rostly tyto bakterie o néco méné nez pii

kultivaci v termostatu.

Dalsi a zaroven posledni hodnoceni ristu bakterii probéhlo ¢tvrty den po zaockovani. Bylo
zjisténo, ze bakterie Escherichia coli nerostla ani v jednom ze vzorkt. Opaéné tomu bylo u
salmonely, jejiz rust byl viditelny u vSech vzorki. Jedna se o bakterii, u které nebyl pozo-
rovan zadny rozdil v riistu a to jak pfi obou teplotach kultivace, tak i v obou piipadech slo-
zeni vzorku. Mikroorganismus Staphylococcus aureus byl tak jako Salmonella schopny
rustu ve vSech ¢tyfech vzorcich smetany. Podobné na tom byly i vzorky zaockované bakte-
riemi Bacillus sphaericus a Bacillus subtilis (CCM 2216). Druhy kmen B. subtilis (CCM
4062) nerostl ani v jednom ze vzorkd. Coz poukazuje na to, ze i kdyz se jedna se shodny
druh bakterii, tak jejich naroky na rust jsou ptesto odlisné. Rust bakterie Bacillus cereus
byl sice pozorovan u vSech zao¢kovanych vzorkd, ale v ptipad¢ vzorku kultivovaného pii

tficeti stupnich celsia byl rist slaby.
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U vzorkti smetany obsahujici Pseudomonas aeruginosa byl také rust patrny ve vsech
¢tyfech vzorcich. Bakterie Pseudomonas fluorescens byla po ¢tyfech dnech kultivace stale
schopna rust ve vSech vzorcich, ale zaockovana smetana kultivovana pti laboratorni teploté
a smetana s gluk6zou pii vyssi teploté nebyla natolik vyhovujici pro P. fluorescens jako
zbylé dva vzorky, protoze mnozstvi kolonii vyrostlych na misce bylo nizsi. U bakterie Ser-
ratia marcescens byl zfejmy rust ve vsech vzorcich, kromé zaockované smetany skladova-

né pii optimalni teploté ristu. I zde u vyrostlych kolonii bylo viditelné riizové zbarveni.

Pti testu bylo prokazéano, ze studované mikroorganizmy jsou schopny rustu v prostiedi
smetany, piestoze vysledky se u jednotlivych bakterii lisily. Podle zjisténych vysledku
rastu jednotlivych testovanych bakterii bylo stanoveno, Ze vhodné bakterie pro test jejich
schopnosti rozkladat tuk na volné mastné kyseliny a parcialni acylglyceroly, ¢i az samotny
glycerol jsou Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis (CCM 2216). Stanovena optimalni doba pro kul-
tivaci MO ve vzorcich smetany byla uréena na 48 hodin. Po delsi dobé kultivace totiz do-

chézelo k mensimu vyskytu bakterialniho ristu.

4.3 Plynova chromatografie

Ze vzorkil zaockované 1 nezaoCkované smetany bylo odebrano potfebné mnozstvi vzorku a
byla provedena extrakce tuku, ze kterého byly nasledné piipraveny methylestery dvéma
zpusoby, jez vychazi z normy ISO 12966-2:2011. Takto vyrobené vzorky byly nasledné
proméfeny na plynovém chromatografu, kde bylo posléze hodnoceno zastoupeni jednotli-

vych mastnych kyselin v danych vzorcich.

4.3.1 Zastoupeni MK v nezaofkované smetané

Nejprve byly pfipraveny methylestery z nezaockované smetany, ktera predstavovala profil
MK ve smetan¢ jako ve vychozi suroving, coz bylo nasledné vyuZzito ke srovnani se vzor-
ky, které byly zaockovany nékterym z testovanych mikroorganizmii. Vzorky cisté nezaoc-
kované smetany byly podrobeny extrakci tuku a nasledné¢ obéma metodam piipravy methy-

lestert - tedy bazicky katalyzované esterifikaci a kysele katalyzované esterifikaci.
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Tab. 4. Vzorky methylesterit nezaockované smetany - plochy pikii

B katalyza K katalyza
MK Priamér ploch Smodch Primér ploch Smodch
piki [%] pikii [%]
Kapronova 11,77 1,68 10,97 0,12
Kaprylova 5,13 0,56 5,00 0,36
Kaprinova 8,10 0,78 7,83 0,33
Laurova 6,40 0,36 6,43 0,12
Myristova 13,60 0,22 14,07 0,29
Myristolejova 1,07 0,09 1,10 0,08
Pentadekanova 1,23 0,04 1,30 0,00
Pentadecenova 0,10 0,00 0,17 0,05
Palmitova 29,00 1,16 30,17 0,33
Palmitolejova 1,43 0,09 1,50 0,08
Heptadekanova 0,33 0,05 0,40 0,00
Heptadecenova 0,23 0,05 0,20 0,00
Stearova 5,50 0,54 5,57 0,33
Olejova 14,47 1,18 13,63 0,17
Linolova, Linoelajdova 1,57 0,29 1,67 0,21

V tabulce 3 jsou uvedeny mastné kyseliny, které byly ve vzorcich identifikovany a jejich
pomérné zastoupeni vypoctené procentualné z hodnot ploch jednotlivych pika. Kazdy vzo-
rek byl analyzovan miniméln¢ tiikrat a vysledky v tabulce uvadi 1 vypoctené¢ smérodatné
odchylky. V obou vzorcich (ziskanych bazickou i kyselou katalyzou) byly identifikovany
stejné mastné kyseliny. Z tabulky je dale patrné, ze v ptipadé bazické katalyzy byly od-

chylky v ramci opakovanych méfeni vy$s$i u mastnych kyselin s nizkym poc¢tem uhliku,

coz by naznacovalo problematické prevadéni MK s krat§im fetézcem na methylestery.
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Pro piehledngjsi srovnani jsou profily MK ziskané bazickou a kyselou katalyzou zpraco-
vany i graficky na obrazku 4. V porovnani zastoupeni jednotlivych MK u obou vzorki
bylo zji§téno, Ze jejich obsah je srovnatelny. Mezi mnozstvim jednotlivych mastnych kyse-
lin byl tak zanedbatelny rozdil, Ze se dalo fici, Ze v obou vzorcich je stejny obsah MK a to
z pohledu jak kvalitativniho, tak i kvantitativniho. Ve vzorku tuku z nezaockované smeta-
ny by mél byt obsah volnych MK velice nizky. Mlécny tuk obsahuje vice nez 98 % tria-
cylglycerolti a pouze asi 0,1 % volnych mastnych kyselin. [55] Pti bazické katalyze jsou
esterifikovany pouze vazané MK, pii kyselé katalyze jsou vazané i volné MK. Pti tak niz-
kém obsahu volnych MK by vSak mezi vysledky ziskanymi bazickou a kyselou katalyzou

nemél byt témét zadny rozdil. Tento predpoklad byl tedy vysledky ziskanymi v této Casti

experimentalni prace potvrzen.
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Obr. 4. Zastoupeni MK ve vzorcich methylesterii nezaockované smetany

Legenda: (B katalyza — vzorek methylesteru piipraveny bazickou katalyzou, K katalyza — vzorek methyleste-

ru piipraveny kyselou katalyzou)
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Nejvetsi zastoupeni bylo ve vzorcich palmitové mastné kyseliny, kterd tvotila az tietinu
veskerého mnozstvi. Déle bylo zjiSténo, ze ve vzorcich je i pomérné velké mnozstvi mast-
né kyseliny myristové a olejové. Jejich procentualni zastoupeni bylo srovnatelné. Dalsi
MK, ktera byla vice zastoupena, byla MK kapronova. Mastné kyseliny myristolejova, pen-
tadekanova, pentadecenovd, palmitolejova, heptadekanova a heptadecenova, které byly
detektorem pii plynové chromatografii také zachyceny, byly obsazeny v tuku smetany jen
minimaln€. Jejich procentualni zastoupeni bylo velmi malé. Podobné zastoupeni MK

v mlééném tuku je uvadéno i v odborné literatuie. [55], [56]

4.3.2 Zastoupeni MK ve vzorcich pripravenych kyselou katalyzou

Pti srovnani procentualniho zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich nezaoc-
kované smetany bylo patrné, ze zadny velky rozdil mezi vzorky pfipravenymi kyselou a

bazickou katalyzou neni.

V dalsi fazi experimentalni prace bylo sledovano zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich
smetany zaoCkované mikroorganizmy a vysledky byly srovnany s MK profilem smetany
nezaockované. Ve vzorcich zaockovanych mikroorganizmy, které jsou schopny produko-
vat lipazy, 1ze pfedpokladat, Ze diky riistu a mnoZeni mikroorganizmu a produkci lipolytic-
kych enzymt, bude dochazet k hydrolyze esterovych vazeb v pfitomném tuku za soucas-
ného uvoliiovani volnych mastnych kyselin. Mezi zaockovanymi vzorky a vzorky cisté
smetany by tedy mohl byt rozdil v profilu MK. V nasledujicim textu jsou nejprve uvedeny
vysledky pro vzorky pfipravené kyselou katalyzou (pro vSechny mikroorganizmy a Cistou
smetanu), dale pak pro vzorky pfipravené bazickou katalyzou a poté je na vybraném mik-

roorganizmu provedeno srovnani vysledkt odli$né pifipravenych vzorkd.
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Obr. 5. Zastoupeni MK ve vzorcich methylesteri pripravenych kyselou katalyzou

Legenda: (S — smetana nezao¢kovana, S6 — smetana zao¢kovana Serratia marcescens, S7 — smetana zaocko-
vana Pseudomonas aeruginosa, S8 — smetana zao¢kovana Staphylococcus aureus, S16 — smetana zaoc¢kova-

na Bacillus subtilis CCM 2216, S19 — smetana zaockovana Pseudomonas fluorescens)

Pti porovnani vzorku methylesteru nezaoCkované smetany se vzorky zaockovanych smetan
bylo zjisténo, ze profil mastnych kyselin neni vyrazné odlisny. U nékterych kyselin byly
zjistény rozdily v zastoupeni, napiiklad u kyseliny kapronové, ale 1 zde se jedna o rozdily
Vv jednotkach procent. Vzhledem k tomu, Ze kysela katalyza umoziuje esterifikaci volnych
1 vazanych MK, ziskany profil MK by nemél byt vyrazné odlisny ani v pfipadé, Ze by ve
vzorku probéhla lipolyza. Suma mastnych kyselin (volna plus vazana forma) by totiz méla
zlstat stejna a melo by tudiz zlstat ptiblizné stejné 1 jejich vzajemné pomérné zastoupeni.

Tento predpoklad byl ziskanymi vysledky potvrzen.

4.3.3 Zastoupeni MK ve vzorcich pripravenych bazickou katalyzou

Ve srovnani s kyselou katalyzou lze z grafického zpracovani vysledka kyselé katalyzy vi-
dét, ze rozdilnost v profilech MK jednotlivych vzorki je o néco vétsi. Presto vSak stale

nelze hovotit 0 zménach vyraznych.
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Pti bazické katalyze jsou esterifikovany pouze vazané mastné kyseliny. Lipolytické enzy-
my maji svou specifitu, mohou prednostné Stépit tuky urcitych mastnych kyselin nebo $té-
pit prednostné kyseliny v urc¢itych polohdch vazby na glycerol. Je tedy mozné, ze by se
zastoupeni vazané formy urcité MK mohlo vlivem lipolyzy snizit. Na rozdil od kyselé ka-

talyzy, zde by k urcité zméné profilu MK mohlo dojit.

U nékterych vzorka Ize urcity posun v zastoupeni pozorovat, i kdyz je tfeba opé€t ptipome-
nout, ze se jednd o zmény velice malé. Naptiklad u vzorki zaockovanych obéma druhy
pseudomonad se ve srovnani z nezaockovanym vzorkem snizilo zastoupeni MK s kratkym
fetézcem a naopak vyssi je zastoupeni nékterych MK s fetézcem dlouhym. To by mohlo
naznacovat, ze se ve vzorcich zaoCkovanych pseudomonddami méni obsah volné formy

nékterych MK, coz by mohlo souviset s lipolytickymi procesy.
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Obr. 6. Zastoupeni MK ve vzorcich methylesterii pripravenych bazickou katalyzou

Legenda: (S — smetana nezaoCkovand, S6 — smetana zao¢kovana Serratia marcescens, S7 — smetana zaoc¢ko-
vana Pseudomonas aeruginosa, S8 — smetana zao¢kovana Staphylococcus aureus, S16 — smetana zaoc¢kova-

na Bacillus subtilis CCM 2216, S19 — smetana zao¢kovana Pseudomonas fluorescens)
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4.3.4 Zastoupeni MK mezi vzorky S a S19

V predchozim textu byly srovnany vzorky zao¢kované a nezaockované smetany piipravené
pouze jednou metodou piipravy - tedy bud’ kyselou, nebo bazickou katalyzou. V této casti
bude provedeno srovnani obou metod pfipravy. Pro lepsi ptehlednost byl pro grafické
srovnani zvolen pouze jeden z mikroorganizmil, konkrétné bakterie Pseudomonas fluo-

rescens, u které byl pozorovan urcity posun v profilu MK.

Dfive jiz bylo zminéno, Ze profil MK pro nezaockovanou smetanu by nemé¢l byt vyznamné
odlisny diky velice nizkému obsahu volnych mastnych kyselin ve vzorku. Z grafu na ob-
razku 7 je patrné, ze profily jsou skute¢né témet shodné. Stejné tak se ale velice malo lisi

profil vzorkli smetany zaockované pseudomonadou ziskanych kysele a bazicky.

Pokud bychom vSak srovnali vysledky zaockovaného a nezaockovaného vzorku, 1ze kon-
statovat, Ze zde jiz jakési rozdily jsou. Zastoupeni MK s kratkym fetézcem je u zaoCkova-

nych vzorki niz$i, a to jak pfi kyselé, tak pii bazické katalyze. Zastoupeni nékterych vys-

sich MK (kyselina palmitova a olejova) je naopak u zaockovanych vzorkl vyssi.
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Obr. 7. Zastoupeni MK ve vzorcich methylesterii nezaockované smetany a Smetany

zaockované bakterii Pseudomonas fluorescens
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Legenda: (SK — methylester nezaockované smetany piipravené kyselou katalyzou, S19K - methylester sme-
tany zaoCkované Pseudomonas fluorescens piipravené kyselou katalyzou, SB — methylester nezaotkované
Smetany pfipravené bazickou katalyzou, S19B - methylester smetany zao¢kované Pseudomonas fluorescens

ptipravené bazickou katalyzou)

4.4 Kvantitativni analyza

Vysledky kvalitativni analyzy naznacuji, ze u vzorkl smetany zaockovanych nékterymi
mikroorganizmy se po kultivaci mirn¢ zménil profil mastnych kyselin, zastoupeni nékte-
rych MK bylo nizsi. Tyto zmény v procentudlnim zastoupeni by mohly souviset s produkei
lipolytickych enzymt a s pfeménou nékterych mastnych kyselin z formy vazané na formu
volnou. Pro ziskani konkrétniho zavéru o lipolytické aktivité je vSak tieba provést analyzu
kvantitativni, kterd vyjadii pfimo mnozstvi (koncentraci) volné a vazané formy urcité kyse-
liny ve vzorku. Vzhledem K piitomnosti velkého mnozstvi kyselin ve vzorku byla zvolena
jedna konkrétni kyselina, pro kterou byla provedena kvantitativni analyza metodou kalib-
raéni pfimky. Touto kyselinou byla kyselina palmitova, jejiz obsah ve vzorcich smetany je

nejvyssi, a u které byly pozorovany rozdily v zastoupeni i pfi kvalitativni analyze.

Mnozstvi volné formy kyseliny palmitové Ize vyjadfit jako rozdil mezi koncentraci zjisté-
nou ve vzorku ziskaném kyselou katalyzou (pfipravi methylesery kyseliny palmitové volné
i vazané) a koncentraci ve vzorku pfipraveném bazickou katalyzou (pfipravi methylestery

kyseliny palmitové pouze ve vazané forme).

Proto, aby bylo zjisténo skute¢né mnozZstvi kyseliny palmitové ve vzorcich, bylo provede-
no vyhodnoceni na zaklad¢ kalibra¢ni pfimky. Pro ziskani méfitelného vzorku Kkyseliny
palmitové na GC musel byt vyroben jeji methylester, na jehoz pfipravu bylo pouzito 1,003
g Cisté kyseliny palmitové. Ten byl pfipraven na zakladé metody kyselé katalyzy. Vysled-
ny produkt byl nasledn¢ proméfen na plynovém chromatografu a jakmile bylo zjiSténo, Ze
uvafeny methylester byl Cisty, tzn. neobsahoval Zadné jiné slozky, které¢ by byl schopny
zachytit detektor GC, tak z n¢j byly piipraveny dalsi ¢tyfi roztoky o rtznych koncentra-
cich. Koncentrace i jednotlivé pipetované objemy methylesteru a rozpoustédla hexanu jsou

uvedeny v metodické casti této prace.
Po piipravé jednotlivych vzorki o riznych koncentracich kyseliny palmitové, byly tyto
vzorky postupné prométfeny. Byla sestrojena kalibracni pfimka, do jejiz rovnice byly vlo-

zeny hodnoty vzorkl smetany a byla vypocitana koncentrace kyseliny palmitové ve vSech
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vzorcich. Ze ziskanych vysledkt byl sestrojen graf, ktery byl vyobrazen na Obr. 7. V tomto
grafu byly uvedeny vysledky pro vzorky ptipravené bazickou i kyselou katalyzou.
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Obr. 8. Koncentrace kyseliny palmitové ve vzorcich smetany

Legenda: (S — smetana nezaokovana, S6 — smetana zaockovana Serratia marcescens, S7 — smetana zaoc¢ko-
vana Pseudomonas aeruginosa, S8 — smetana zao¢kovana Staphylococcus aureus, S16 — smetana zaoc¢kova-
na Bacillus subtilis CCM 2216, S19 — smetana zao¢kovana Pseudomonas fluorescens, B katalyza — vzorek
methylesteru pfipraveny bazickou katalyzou, K katalyza — vzorek methylesteru piipraveny kyselou kataly-

zou)

Z grafu na obrazku 8 je patrné, Ze u zaockovanych vzorkl ziskanych bazickou katalyzou
byla zjiSténa vyssi koncentrace kyseliny palmitové nez u vzorku, ktery nebyl zaockovan.
Vychodiskem pro tuto praci byla norma EN ISO 12966-2:2012, ktera uvadi, Ze pti bazické
katalyze by nemély byt esterifikovany volné MK, ale pouze vazané. Pokud by tomu tak
bylo, znamenalo by to, zZe obsah kyseliny palmitové ve vazané formé se v zaockovanych

vzorcich zvySuje, coz neni pravdépodobné.

Ve stejné normé je uvedeno, Ze pii kyselé esterifikaci by mélo dojit k pfevedeni volnych i
vazanych MK na pfisluSné methylestery. Pokud by tomu tak bylo, musel by byt zjistény
obsah kyseliny palmitové pii kyselé katalyze vyssi, nez pii katalyze bazické. U vSech

vzorkd, s vyjimkou vzorku zaoCkovaného S. marcescens, je ale vysledek opaény.
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4.5 Shrnuti a doporuceni

Po celkovém zhodnoceni dosazenych vysledkl by se dalo fici, ze za téchto podminek pii-
pravy a analyzy vzorkli smetany, neni tato metoda optimalni pro zjist'ovani lipolytické ak-
tivity mikroorganizmii. A to predev§im proto, ze v pribéhu testovani nebylo dosazeno jed-
noznac¢nych vysledkd a zjisténé hodnoty mnohdy neodpovidaly predpokladim, které je
mozno najit v literatufe. Metodika prace vychazi z normy EN ISO 12966-2:2012, ktera
fika, ze piiprava methylesteri pomoci bazické esterifikace (v normé se jedna o metodu
obecnou — General method) vaze pouze mastné kyseliny vazané, ale kysela esterifikace (z
normy vychazejici metoda kysele katalyzovana transmethylace glyceridt — Acid-catalysed
transmethylation of glycerides) na methylestery prevadi jak vazané, tak 1 volné mastné
kyseliny. Ziskané vysledky, pfedevs§im pii kvantitativni analyze, jsou vSak v rozporu s tim-

to predpokladem.

Nasledovat by tedy mélo provéieni a tprava jednotlivych krokli metody. Zasadni vliv na
vysledek miize mit uz samotny postup extrakce mlécného tuku a bylo by vhodné jej ovérit
jak pro vzorky samotné smetany, tak i pro vzorky, které byly zaockovany mikroorganizmy.
Ov¢fteni tohoto kroku by mélo byt zaloZeno na opakované extrakci tuku stejného vzorku,
zjisténi vytéznosti a charakterizaci ziskaného extraktu. Déle by bylo mozné sledovat vliv
vlastnosti vychoziho vzorku (napf. stafi smetany, homogenizace apod.) nebo vliv podmi-
nek skladovani vzorku. Podle ziskanych vysledkl by bylo mozné metodu upravit, ptipadné
pouzit jiny postup extrakce. Jedna z dalSich moznosti extrakce tuku, mtze byt také pomoci

kyseliny chlorovodikové, ktera se provadi pomoci Soxhletova pfistroje. [53, s. 286]

Taktéz by mohly byt zkouseny i dalSich zplsoby ptipravy methylesterd, mohlo by se jed-
nat i o dal$i metody popsany v ISO normé, kdy by se obecnd metoda nahradila metodou
rychlou (Rapid method) nebo metodou vyuzivajici k esterifikaci fluorid bority (Transme-
thylation using boron trifluoride BF3 catalyst). V neposledni fadé by bylo vhodné pfipra-
vené vzorky proméfit i na plynovém chromatografu, ktery vzorky dévkuje pomoci auto-
sampleru, aby byla vyloucena i lidska chyba pfi davkovani vzorki, jelikoz se jednd o velmi

malé mnozstvi, u kterého se lidska chyba projevi vyraznéji.

Pro dikladnéjsi kontrolu, jakym zptisobem metoda funguje, by bylo dobré pfipravit médi-
um o piesné definovaném slozeni, které by bylo zpracovano a analyzovano stejnym postu-
pem jako smetana, kterd piedstavuje pomérné hodné slozity systém. Médium by se pfipra-

vovalo z definovanych piesné znamych acylglyceroli a mastnych kyselin. V tomto oka-
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mziku by vSak bylo nutno vyfesit problém, jakym zplsobem by byl tuk do média zapraco-
van. S nejvetsi pravdépodobnosti by byla vhodna emulgace, pripadné piiprava ve vodé
rozpustnych esterti mastnych kyselin. Definované médium, ve kterém by probihala mikro-
bialni lipolyza, by navic umoznilo bliz$i popis lipolytickych déju. Dalo by se napiiklad
zjistit, v jakych polohach nebo jaké mastné kyseliny dany MO $tépi, tzn., jakou maji jeho

enzymy polohovou nebo substratovou specifitu.
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ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda maji bakterie lipolytickou aktivitu. Tato vlast-
nost byla sledovéna u deseti bakterii. Prace byla provadéna nejprve na zakladé kultivace
bakterii na Spirit Blue Agaru. Tato metoda byla realizovana dvéma postupy, které se lisily
zpusobem piidani olivového oleje. Dle zjisténych vysledkt bylo vybrano pét z pivodnich
deseti bakterii, u nichz byla lipolytickda aktivita nasledn¢ sledovana i plynovou chromato-
grafii. Jako zdroj tuku slouzila smetana. Nejdiive doslo k jejimu zaoCkovani mikroorgani-
zmy a po dvoudenni kultivaci byl vyextrahovan tuk, ze kterého byly ptipraveny methyles-
tery. Ty byly vyrobeny dvéma odlisnymi metodami. Tyto methylestery byly nasledné ana-
lyzovéany na plynovém chromatografu, kde bylo sledovano zastoupeni mastnych kyselin ve

vzorcich smetany zao¢kovanych riznymi mikroorganizmy.

Lipolyticka aktivita by byla prokazana, pokud by byl zjistén zvySeny obsah volnych mast-
nych kyselin.

Lipolyticka aktivita byla kultiva¢ni metodou prokazana u bakterii Pseudomonas fluo-
rescens a Pseudomonas aeruginosa. Druhy postup piipravy prokazal lipolytickou aktivitu
také u bakterii P. fluorescens a P. aeruginosa, ale jesté u Bacillus subtilis s Staphylococcus

aureus.

Pied samotnym testovanim lipolytické aktivity pomoci GC byl proveden test rlistu mikro-
organizmu. Byl u¢inén proto, aby byla zjiSténa optimalni doba pro kultivaci vzorkl smeta-
ny. Ta byla stanovena na dobu 48 hodin. Mikroorganizmy pouzité v dalsi ¢asti prace byly

schopny riistu a mnoZeni v prostfedi smetany.

Schopnost bakterii rozkladat tuk nebyla plynovou chromatografii jednozna¢né prokézana u
zadné z péti bakterii. GC analyza témét ve vSech vzorcich zaznamenala patnéct druht
mastnych kyselin. Bylo zji$téno, Ze pfi bazické katalyze mtze byt problematické prevedeni

mastnych kyselin na methylestery v pfipadé kyselin s kratSim uhlikovym fetézcem.

Také byla sestrojena kalibra¢ni pfimka kyseliny palmitové pro ur€eni koncentrace této
kyseliny ve vzorcich. Ze ziskanych vysledki vyplyva potieba ovéfeni metodiky a jeji na-
sledna optimalizace. V zavéru prace byly navrzeny jednotlivé kroky, kterymi by se mohl
postup stanoveni lipolytické aktivity ovéfit a upravit. Mélo by dojit k ovéfeni extrakce tu-
ku, vyzkouSeni jinych metod pro pfipravu methylesterti, pfipadné testovat lipolytickou

aktivitu mikroorganizmii v pfesné¢ definovaném kultivaénim médiu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MK Mastna kyselina.

E Enzym.

S Substrat.

ES Komplex enzym-substrat.
P Produkt.

GDP  Guanosindifosfat.

GTP  Guanosintrifosfat.

GC Plynova chromatografie.

FFAs Fatty free acids.

TCD  Tepeln¢ vodivostni detektor.

FID Ionizacni detektor.

AFID  Plamenovy ioniza¢ni detektor.

TID Bezplamenvy detektor s alkalickym kovem.
ECD  Detektor elektronového zachytu.

PID Fotoioniza¢ni detektor.

AID Atomovy emisni detektor.

FTIR  Detektor zalozeny na Fourierové transformaci infracervené spektroskopie.
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie.
TLC  Tenkovrstevna chromatografie.

NMR  Nukledrni magneticka rezonance.

MS Hmotnostni spektrometrie.

BMK  Bakterie mlééného kvaseni.
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