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ABSTRAKT

Tato prace je za#éiena na fpravu 1l-monoacylglycerolu z perfluoroundekanovéekyny. 1-
monoacylglycerol byl fipraven adici kyseliny na glycidol nukleofilnim gtenim epoxidoveho
kruhu za pitomnosti chromitého katalyzatoru. Po rekrystalizaethanolu bylo dosazeno 90% kon-
verze. K analytické charakterizaci byly pouzity out TLC a HPLC. Déle je prace zarena na
testovani vyrobeného produktu na antimikrobni aktivici vybranym drulim bakterii a plisni. U
vSech grampozitivnich bakterii byl prokazan in&ibilcinek gredevsSim u koncentraci 1000 pg/ml a
1500 pg/ml. Nejvice 1-monoacylglycerol kyselinyfheroundekanové jsobil naBacillus subtilis

U gramnegativnich bakterii nebyl inhibi (€inek prokazan. U plisni byl zaznamenan se zvySuijici
se koncentraci snizujici se indedstu u vSech druhtestovanych plisni. Wlternaria alternataa
Penicillium roquerfortinebyl @ nejvyssi koncentraci 1500 pg/ml zaznameriésh ani po 12 dnech

testovani.

Kli¢ova slova: perfluorované derivaty, 1-monoacylglptemantimikrobni aktivita, TLC, HPLC

ABSTRACT

This work is focused on preparation of 1-monoaggetol from perfluoroundecanoic acid. 1-

monoacylglycerol was prepared by the addition efdhid to glycidol by nucleophilic epoxide ring

opening catalyzed by ércatalyst. After recrystallization from ethanol 99 coversion was achie-
ved. Reaction products were characterized by TL& EHRLC. Further the work is focused on
testing prepared products on anti-microbial agtiatiainst selected species of bacteria and fungi.
Activity of MAG was pronounced especially against@-positive bacteria withBacillus subtilis

as the most sensitive bacteria. The highest coratemnt tested (1000 pg/ml and 1500 pg/ml) cau-
sed a complete inhibition of all Gram-positive 9pe©n the contrary, Gram-negative bacteria were
found to be resistant to perfluorinated MAG. It wasorded that with increasing concentration of
1-monoacylglycerol the growth index of all testethrhentous fungi decreased. There was no
growth of Alternaria alternataandPenicillium roquerfortirecorded at the highest concentration of
MAG (1500 pg/ml) not even after 12 day of testing.

Keywords: perfluorinated derivatives, 1-monoacygitol, anti-microbial activity, TLC, HPLC
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UvoD

Fluorované a perfluorované derivaty jsou vyuzivariad praimyslovych od¥tvi. Perfluorované
derivaty naznéuji diky své stabilt, odolnosti a schopnosti vazat kyslik potencialiaiti jako
krevni ndhrazky. Fluorované léky jsou vyuzivangdbé centralni nervové soustavy jako antidepre-
siva, testovany byly také vdée metabolickych a kardiovaskularnich chorob. Fluaray |éky maji
vyrazné antimikrobni dinky. Antimikrobni &inky byly zjiS€ny také u 1-monoacylglycefal je-
jichz vyzkumem se zabyva naSe fakulta. 1-monoags#gbly se pouZzivaji ve farmaceutickéniipr
myslu jako nosie |&iv nebo vitamiid, v potravindském ptimyslu zejména jako emulgéatory. Nej-
nowjSi metoda vyroby 1-monoacylglycetigke adice mastnych kyselin na glycidol pomoci édev
epoxidového kruhu a nasledna nukleofilni adice nméakiyseliny na glycidol, tento postup byl pou-
Zit v praktickécasti. ProtoZze 1-monoacylglyceroly i perfluorovarmgidaty maji antimikrobni &in-
ky, da se dekavat prohloubeni antimikrobni aktivity u vyrobbBoéroduktu 1-monoacylglycerolu
kyseliny perfluoroundekanové (MAG:Corr). Tato prace tedyesi gipravu 1-monoacylglycerolu
z kyseliny perfluoroundekanové a testovani antiobki aktivity. RoviZ je provedena chromato-
grafickd charakterizace pomoci tenkovrstvé (TLCkapalinové vysokofinné chromatografie
(HPLC).
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1 FLUOROVANE A PERFLUOROVANE DERIVATY

Perfluorované derivaty je spdley nazev pro skupinu syntetickych fluorovanychkat€etrs jejich
oligomef a polymed. Tato skupina zahrnujegkolik set slodenin rozaélenych do 23 kategorii.
Jsou pro & charakteristické pkh fluorované hydrofobni linearni uhlikat&ettzce gipojené

k raiznym hydrofilnim hlavam. Perfluorované derivatyysarodukovany od 50 let minulého stoleti

a jsou pouzivany v mnohagpnyslovych od¥tvich a aplikacich. [1,2]

1.1 Vlastnosti

Perfluorované derivaty maji specialni fyzikalni teemické vlastnosti. Jsou vysoce tegednche-
micky stabilni, sniZuji povrchové né&p Odpuzuji jak vodu, tak i olej, jedn& se tediatky hydro-
fobni i hydrofilni povahy. Vazba C-F je silnd amelodolna. Tato odolnost poskytuje perfluorova-
nym derivabm vyjimecnou stabilitu. Pokud v3ak molekula perfluorovan@mwsivatu podlehne
transformaci, netyka se tasti perfluorovanéheetizce, ale zasahne tdgguevsim hydrofilntasti

molekuly. [1,2]

1.2 Vyuziti v pramyslu

Tyto latky naSly vyuziti [2]:

e i oSeteni povrchu kobefg tkanin, Kize, papiru,

e @i vyrobé natra a aditiv do natrovych hmot,

e i vyrobe cisticich prostedki pro domaci i pimysloveé pouZiti,
e @i vyrobe pesticidi a insekticid,

» jako aditiva do hasicickep a do hydraulickych tekutin,

» ve fotografickém imyslu,

e @i vyrobé pokovovanych fednetu,

e @i vyrobe polovodti,

» ve fotolitografii.
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1.2.1 Ochrana textilii, koberca a kize

Perfluorované derivaty a jimripuzné latky byly vyraény na ochranu textilii, aghi, nabytku,ca-
loureni, koberé a vyrobki z kiZe proti znéisténi. PouZivaji se pro vyrobu netavého obléeni a
takeé tsreni. [3] Byly pouzivany proto, Ze jsou schopné midiat viastnosti povraintéchto mate-

ridli a poskytovat jim tak odolnost proti vod Spir.

Tento mechanismugipobeni je zaloZen na tom, Zé @Seteni povrchu perfluorovanymi latkami se
fetézec orientuje sirem ven z povrchwimz snizuje povrchové nég, a vytvdi tak ochrannou

bariéru.[2]

1.2.2 Ochrana papiru a obalovych materiati

Perfluorované derivaty byly pouzivany v obalovémapirenském gmyslu, protoZe prajcovaly
témto materidim odolnost proti vo#l a latkam lipidické povahy. Aplikovany byly jakipSeteni
potravin&skych material jako jsou talie, krabice, tasSky a obaly na potraviny, tak i pateavina-

skych obal jako jsou kartony, krabice a papiry na vyrobu rkaf

1.2.3 Hasici pény

Voda je stéle velmidinnou latkou pouzivanouriphaSeni ¥tSiny pozah. Nicmérgé pokud hai hor-
lavé tekutiny (tida B), ma voda tendenci diky své hustdesnout pod hidci tekutinu, coz zjso-
buje, Ze ma na haSeni takovychttygzafh jen maly @inek. Z tohoto dvodu byly pro haseni ko
lavych tekutin vyvinuty hasicigmy, které jsou velmiiezité a uziténé pro boj sdmito typy poza-
ra. Hasici gny vznikaji @i haSeni z gnového koncentratu (v této foénsou v hasicich ifstrojich
skladovany). Vznikla gna tvai poviak o nizké hustét ktery ma schopnost uhasit pozar vznikly

hofenim halavych tekutin.[2]

1.2.4 Prumyslové a domactistici prostiedky

Polyfluoroalkylované amfifilntastice jsou specialnfitia surfaktarit skladajici se z hydrofilniasti
a z hydrofobniho fluorizovanéhetzce. Tyto slotieniny projevuji pozoruhodné povrchové vlast-
nosti, cozZ je pedukuje v pouZiti v biomedicinské s&jako speciélntistici detergenty. VyuZivaji

se redevsim n&isteni protéz.

Perfluorované derivaty byly v minulostiigdvany jako povrchayaktivni latky dorady cisticich

prostedki, nag. zasadityclisticich prostedks, lesticich pipravki na podlahu a Sampdn[2,4]
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1.3 Vyuziti v mediciné

1.3.1 Perfluorované kyslikové prenasé¢e

Byly zkoumany fluorizované polymery zaloZzené naypspartamidu s polyethylenglykolovyite-
tézci. Spektroskopické stanoveni kyslikové rozpustnesvodném progedi ukazalo jejich schop-
nost udrzet vysokou kyslikovou hladinu v roztocidBiokompatibilita &chto fluoropolymei byla
stanovena pomoci zkouSek in vitro na lidskychikaech a lidskychtervenych krvinkach. Vyzkum

naznguje potencialni pouzitéthto fluoropolymei jako unglych prenaseéa kysliku.[5]

Polymerizovany hemoglobin, ma velmi podobné viastintervenym krvinkam, ale je pad velmi
problematické ho vyrobit v netoxické fo&mMa vyhodu, Ze riize pojmout plnou kyslikovou kapa-
citu, jako jsou toho schopny plice. Na druhou strama kratkou Zivotnost v nitrozilnim &tu.
Perflouorouhlikaté emulze nejsou schopnygjesirzet tolik kysliku jako hemoglobin, ale patbuji
byt vystaveny ovzdusSi s velmi vysokou koncentrawiliku. Tyto perfluorované latky jsou schopny

selektivre okyslicovat nadory a resorbovat inertni plyny mnohem ligedokaze krev.[6]

Perfluorované estradiolové derivaty byly testovamaynadorovou biodistribuci a adsorpci in vivo.
Testy &dci provadli na mysich, které sy nadory. Prokdzana byla absorpce nadory prsniddi a

loZnimi. [7]

Perfluorouhlikaté latky sniZuji tvorbu volnych kigglvych radikadh a posSkozeni pliciptzv. tekuté
ventilaci. Mohou byt vyuzity i f syndromech nahlého respirdho selhani dospych a dti a dal-
Sich akutnich respi¢aich syndrom. Také dochazi ke zlepSeni vyslédkcast&né kapalinoveé ven-

tilace.

K obecnym vyhodam krevnich nadhrazekipatoznost sterilizace proti virovym a bakterialrkon-

taminanim, moznost uchovavanfigpokojové teplat a vyhodou je absence antigetrvinek.[8]
Jejich vyhodou je, Zeéhteré nemaji krevni desky a bilé krvinky a jsou schopny napodobovat
krvinky cervené. [6]

Tym wedci Dafik, d’Alarcao a Kumar [9] se zabyval vytemim bugéného povrchu
s fluorovanymi polysacharidy. Zjistili, Ze fluorizané povrchy sasich burgk poskytuji progiedky

pro dalSi modulaci nekovalentnimi interakcemi &amvlastnosti bugk.

Muzeme tedy fedpokladat, Ze perfluorované krevni nahrady budide Hlinicky testovany a na-

sledrg prizptisobeny na &kolik specifickych pouziti. [6]
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1.3.2 Fluorované léky

DalSi vyznamnou skupinou byly fluorované léky. Skenina néla obvykle navazanou jednu mole-
kulu fluoru. Fluor mé& velkou elektronegativituj pnalém atomarnim objemu (atom fluoru je maly).
Vyzkumy bylo zjis€no, Ze latky s fluorem maji zvySenou metabolicktab#gitu aradu pozitivnich

efekt, které se daji vyuzit v#é¢ riznych onemoani. [10]

Fluorované Iéky naSly vyuziti vdeé centralni nervové soustavy jako antidepresiva.piai gene-

race fluorovanych antipsychotik pist

e Spiroperidol
e Haloperidol

Druhé generaci séka atypicka antipsychotika a piasem:

* Rispiridon (obr.1)
* Fluoxetin
Tyto latky winkuji jako SSRI (selective serotonin reuptake liitors = selektivni inhibitory zji-

ného vychytavani serotoninu). [10]

NfD
W
0 O/ i
]
M
S0
M Mg

Obr.1 Respiridon

Fluorované léky byly testovany také i€ metabolickych nemoci a kardiovaskularnich chorob.
Pro I&bu diabetu byly testovany inhibitodipeptidyl peptidasy IV. Inhibitor je zaloZen n&#olo-
piperazinu DPP-IV. Tento fluorovany inhibitor manajici selektivitu, coZz nazgaje slibnou

budoucnost v fipact dalSiho pipadného vyuZiti.
V lécb¢ hypercholesterémie byly zkoumany z fluorovanydtiilé

» Lipitor
» Cerivastatin (obr.2)
* Pitavastatin

* Rosuvastin
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Jsou to potencialni inhibitory HMG-CoA reduktaZyto inhibitory gredstavuji limitujici krok
v biosyntéze cholesterolu v jatrech. V &asné dob jsou Siroce pouzivany jako Iéky pro kont-

rolu hypercholesterémie. [10]

HO
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Obr.2 Cerivastatin
Inhibitory zpstného vstebavani cholesteralu

» Ezetimib (obr.3) — blokuje intestinalni cholesterof transport. V klinické praxi je ezetimib
v terapii uten pacientm, u kterych je Zadouci mirné sniZzeni LDL-choledtemebo u
nichz jsou kontraindikovana hypolipidemika jinydtupin. [10, 11]
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Obr.3 Ezetimib

Fluorovana antikoagulancia:

* inhibitory faktoru Xa— klinicky kandidat DPC4223 — zji&ta byla mala aktivita po oralnim

uziti. Klinicky kandidat rasaxaban je zatim ve 2ifdinickych tesk.

Do fluorizovanych antibakterialni d& patfi fluorochinolony. Fluorochinolony lze charaktenzd

jako baktericidni fipravky se Sirokym antimikrobnim spektreréinku, vysokou biologickou do-
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stupnosti peroralnich forem, dlouhym biologickymoggtasem rozpadu a dobrou snasenlivosti. Pro
dosud nevyjasmé pisobeni na vyvijejici se pohybovy aparatéi @ gripadné dalSi nezadouci
Ucinky, plati pro vSechny chinolony kontraindikace pouditi 18 let ¥ku. Také nejsou dopota-
vany Zenam v obdobghotenstvi a kojeni. Rezistenceékito skupinam antibakterialnich¢le
vznika ovSem velmi rychle. Ugkterych givodaim infekci byla odolnost zji8ha jiz v pabéhu I&:-

by. Proto jsou fluorochinolony indikované jen wsitich, kdy jsou jina antibiotika vitro ne&inna

nebo jsou nevhodna praikiu z divodu toxicity¢i nezadoucich dinki. [12]

* Gemifloxacin (obr.4) je pouzivan jakaigné antibiotikum, uzivanéiplécbé chronicke

bronchitidy a pneumonie.[10, 13]

= OH

Obr.4 Gemifloxacin

» Balofloxacin je ponirné¢ novym fluorchinolonem, ktery vynikéa zvySenou aktwu
vaci grampozitivnim bakteriim, jedinny zejména &ci mykobakteriim fMycobacterium tu-
berculosis, M. aviumn [10, 14]

» Pazufloxacin a prulifloxacin nasli vyuzittigécbé systémovych infekci respimiho a zazi-
vaciho traktu[10, 15]
* Linezolid (obr.5) byl v roce 2000 prvnim antibicgin noveé struktury, které bylo vyvinuto

pro |&bu rezistentni formy tuberkulozy. [10, 16]

O
; M, >\D 0 CHS
0 i i Y
NS \//J\/NH
F
Obr.5 Linelozid

» Flurithromycin je fluorovany analog erythtomycirja, vyuzivany jako chemoterapeutikum.
[10, 17]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

Fluorizované |éky proti plisnim:

* Fluconazol (obr.6) je aplikovan kdé infekci zpisobenych népsgji houbami a kvasin-
kami Candidaa meningitid zfisobenych kvasinkami rodDryptococcus|10, 18]
~
)
H

o

M

()
PN
Obr.6 Fluconazol

* Voriconazol je vyuzivan k ¢ mykotickych infekci, zpsobenych bakterihspergillus sp
kandidémii zfisobenych kvasinkou rodDandida spVoriconazol se také aplikuje pokud je
houba odolna proti fluconozalu. Déle je vhodny prdvaznym mykotickym onemo&nim

zpiusobenyctScedosporium smeboFusarium sp..[10, 19]

1.4 Toxicita

Perfluorované derivaty jsou v dnesni daetekovany v pirode tak i vélovéeku samotném. Protoze
jsou perzistentni a maji schopnost se akumuloedla seresit jejich toxicita. Provaghy byly tes-

ty na hladinu perfluorovanych latek v krvi, lidskéniéce a lidskych tkanich. Odhadovana expozice
v dosgglé populaci se pohybovala v limitnich mezich. Byaké zjiS€no, Ze hlavnim zdrojem

piijmu pefluorovanych latek jsougdevsim potraviny. [1]

Presny mechanismus toxickéhdinku jednotlivych perfluorovanych sléenin neni doposud objas-
nén. Mezi mozné Skodlivédinky muze pafit vliv na transport a metabolismus mastnych kyseli

na funkci membran nebo bioenergetické procesy aahdndriich.[2]

1.5 Vyroba

Perfluorované latky lze kom&w syntetizovat procesem znamym jako elektrochemikl@inace
(EFC). EFC je neselektivni a vedle hlavniho produktery koresponduje s pouZzitym vychozim

produktem, se objevuji i jiné perfluorované homeldd|]
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1.5.1 Elektrochemicka fluorinace

Obecny pistup gedstavuje aplikaci elektrosyntézy. Fluorované yhlitvorené pomoci EFC jsou
velmi uzite&né, protoZe jsou odolné a inertni diky silné wa@bF. Kometné jsou provadny dva
postupy EFC, Simotis proces a Philips-petroleum proces. Také je m&#@ v organickych me-
diich. Red vyvojem &chto metod byla pouzivana fluorace fluérem. Tentoces byl vSak mélo
efektivni.[20]

15.1.1 Simonsiv proces

Probih& jako elektrolyza organickych slozek v rkmtdHF. Reakce je znazamma na obrazku
(obr.7).
R R
Rl_(::_H + HF —— Rl—(:Z—F + H,

Rz R,
Obr.7 Reakce Simonsova procesu

V této syntéze se vyini kazdy H za F. Reakce probihid glektrickém potencial 5-6 V, kde anoda
je z niklu. Simons objevil tento proces v roce 193@sledky nebyly publikovany az do skaamni 2.
swtové valky, protoZe prace poukazovala na vyroboritiu uranového. V roce 1949 Simons a

jeho spolupracovnici publikovali svou praci v Jalraf the Electrochemical Society. [21]
Pt praci se objevila dvrizika [21] :
1. prace s HF

2. pozadavek na bezvodé piesii

1.5.1.2 Phillips-petroleum proces

Metoda je podobna Simonsovu procesu, ale je aikawna fipravu z ¢kavych uhlovodilk a
chlorovanych uhlovodik EFC je vedena v porovitém grafitu, ktery slouaké& jako anoda,
v rozpuséném fluoridu draselném. Organicka latka je vedédaa porovitou anodu, kde dochazi
k vyméné H za F. Vznikly hydrofluorid draselny je relat&ymalo rozpustny, je to dobry elektrolyt a
bohaty zdroj fluoru. Metoda je také zvana “CAVE'Carbon Anode Vapor Phase Electrochemical.
[22]
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1.5.2 Telomerace

Je to radikalova reakceftifkteré vznika z monomeru a iniciatoru perfluoroyarodukt. Vyrobni

proces telomeracetieme vidt na obrazku (obr.8).

F F F F
FI T Foo F I F | F | F | H H
F—c—c—I +3 c=¢ — a LA o=c,
L SO [ F T F T FIF HH
FF F F F F
jodopentafluorethan  tetrafluorethylen perfluaroktyljodid ethylen
F F F F H
PPN NP
—_— |
F—C 171 c71™C
| F Il F | F | F H
F F F F H

1H,1H 2H 2H-pefluordek yljodid
Obr.8 Schéma telomerace

Pro produkty je charakteristicka ethylenova skupimaolekule. V dalSi fazi je podle &gobu pou-
Ziti jodid substituovan furini skupinou. Vysledkem tohoto vyrobniho procesw jpewtvenére-

tézce obsahujici jen velmi malo vedlejSich produlrodukty nejsou pthfluorované. [2]

chemickou fluoraci mohou vznikat vSechny typy pesfbvanych latek, v zavislosti na vychozim
materialu a jehd@istote. Téner vSechny produkty vyramé telomeraci maji spaley meziprodukt.
Tento meziprodukt tvd perluorovany alkylovyettzec a na &m jsou navazan&zné funkni sku-
piny. DalSim dlezitym rozdilem je takéistota finalniho produktu. Latky vyrobené telomérab-
sahuji velmi malo vedlejSich prodiiktkteré I1ze snadno od zZadouciho produktucbddNaproti
tomu produkty vyrobené elektrochemickou fluoracattuji az 30 % nezadoucicktwenychretéz-
ci. V neposlednfac se produkty z obou prodesiSi cenou. Telomeraci se vyggibdrahé produk-

ty, zatimco EFC jsou relati¢revné. [2]
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2 MONOACYGLYCEROLY

Mikrobicidni vlastnosti byly zjiginy také u monoacylglyceribl(MAG), na které se v sgéasnosti

zangiuje vyzkum na nasi fakdlina Ustavu technologie tiiktenzidh a kosmetiky.

Vyzkum u monoacylglycerél prokazal antimikrobni dinky. Zjistény byly bakteriostatické nebo
bakteriocidni dinky zejména u MAG kyselin s 8 az 12 uhliky. Prakda bylo, Ze monoacylglyce-

roly omezovaly iist pongrné Sirokého mnozstvi mikroorganisim23-25]

Studie vlivu MAG kyseliny kaprinové naitzité rody bakterii, plisni a kvasinek zjistilammalni
inhibi¢ni koncentrace, kteréini 100-200 mg/l. R této koncentraci je MAG kyseliny kaprinové
schopen Uplh zastavit @st vSech testovanych grampozitivnich bakterii askek. Koncentrace
100-400 mg/l dokazala zastavitst wtSiny testovanych plisni. Na druhou stranékteré gramne-
gativni bakterie a také plisMucor rasemosuskézaly svou rezistenci na monoacylglycerol kyseli

ny kaprinove. [26]

Pri vyzkumu antimikrobni aktivity kyseliny laurové,ymstové, palmitové a jejich monoacylglyce-
rola proti gramnegativnim bakteriim, byl zggt vyrazny inhibéni efekt gedevsim v prvnich 10 az
24 hodinach. [27]

Bergsson a kol. [28] v roce 1999 zkoumalinky nékolika mastnych kyselin seistiré dlouhymi
fetézci a jejich monoacylglycerdlna pivodce kapavkyNeisseria gonorrhoeaé/yrazné inhibéni

acinky byly zjis€ny zejména u MAG kyseliny kaprinove.

V pozcEjSi studii se Bergsson a kol. [29] zaiiti na pisobeni kyseliny kaprinové, laurové a jejich
monoacylglyceral na kvasinku Candida albicans Fritomnost kyseliny kaprinové vedla
elektronové mikroskopie bylo prokazano naruSenésirdegrace cytoplasmatické membrany-zp
sobené fitomnosti mastnych kyselin a monoacylglycérdl¢inna koncentrace vedouci k lyzi bu-
n¢k byla pro kyselinu laurovou nizsi, ale jefigpbeni bylo ve srovnani s kyselinou kaprinovou po-

malejsi.

Monoacylglyceroly pat do skupiny parcialnich esteglycerolu. Je-li na glycerol (obr.9) vazana jen
jedna mastna kyselina (MK), pak vznikaji 1-monoglyderoly, nebo 2-monoacylglyceroly. Pokud
se na molekulu glycerolu navazicdmastné kyseliny, vznikaji 1,2- nebo 1,3-diacylghaly, které

se v girodnich tucich vyskytuji ve vysokém mnoZzstvi. Maoglglyceroly a diacylglyceroly jsou v
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praxi ozngovany jako parcialni estery glycerolu. Nejvice Sakvv girode vyskytuji triacylglycero-
ly (dtive nazyvaneé triglyceridy), kdy na jednu molekulycgrolu jsou ester@avnavazanyit mastné

kyseliny. [30]

HyG—OH
HG —OH
H,C—0OH

Obr.9 Glycerol

Za mastné kyseliny jsou povazovany karboxyloveé lkyges alifatickym uhlovodikovyntfettzcem
obsahujicim vice jaktyti atomy uhliku. \&tSinou maji sudy piet uhliki. Mastné kyseliny se vy-
skytuji hlavrg jako estery v firodnich tucich a olejich, ale mohou byitpmné i v neesterifikované

forme jako volné, kdy jsou transportni formotitpmnou v krevni plasi
V lipidech se vyskytuji tyto skupiny mastnych kysel
* nasycené mastneé kyseliny
* nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou wa@gionoenove)
* nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazkaohyenoveé)
» mastné kyseliny s trojnymi vazbami
» mastné kyseliny s acyklickym pbpyklickym uhlikatymiettzcem
» mastné kyseliny s polarnimi futtkimi skupinami (kyslikaté, dusikate, sirné)

[30,31]

2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Bod tani mastnych kyselin (MK) se sudymcism atonG uhliku se zvySuje s délkdetézce a klesa

s pibyvajicim pd&tem dvojnych vazeb. &tSina EZznych nasycenych MK jsou viskdézni kapaliny
nebo tuhé latky.[32] Bod varu mastnych kyselin €os¢ stoupajicim gtem uhliki v molekule.
VétSinu kyselin pitomnych v tucich a olejich nelze destilovat zaasf@rického tlaku, protoze je-
jich body vati jsou jiz tak vysokeé, Ze dochazi k jejich rozklaBuoto je nutné pracovat za snizené-
ho tlaku. [30]
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Bod tani MK zavisi na krystalické modifikaci. Nasype MK se penmenuji na stabilni modifikaci
ponerné rychle, u nenasycenych MK to trva pomaleji. Nig&K jsou ttkavé za atmosférického

tlaku, vySSi MK jsou nekavé.[33]

Rozpustnost ve va@drychle klesa s rostoucim ¢gtem atont uhliku. VysSi MK se ve vadrozpous-

t&ji jen nepatry, mohou tvait na hladirg film. [32, 34]

Monoacylglyceroly maji bod tani vyssi nez jelitsluSna mastna kyselina. Monoacylglyceroly jsou
rozpustné v alkoholu a nerozpustné v petrolethégechny estery glycerolu se detrozpousiji v

chloroformu a diethyletheru, ve vdgou nerozpustné. [32]

Monoacylglyceroly jsou povrchéwaktivni latky, maji hydrofilni a hydrofobiast. Tvdi monomo-
lekularni nebo vice molekularni film, ktery ushapk disperzi a stabilizaci. Na rozhrani fazi
v disperzich se molekuly orientuji tak, Ze hydrefokonce molekul, tviené hlavi mastnou kyse-

linou, snEfuji do hydrofobni faze. Hydrofilrdasti molekul sruji do hydrofilni faze.
Monoacylglyceroly jsou po#mné malo polarni, jejich emulgai schopnost se da zvysitigavkem
fosfolipidi nebo bilkovin. Emulgani schopnost se prdzné &ely mize zlepsit, esterifikaci mono-
acylglyceroti riznymi kyselinami, naip kys. ml€nou, vinnou nebo citrénovou. [34] MAG obsahu-
jici nenasycené mastné kyseliny musi byt aclmgmntioxidanty proti oxidanim reakcim. [34]
2.2 Priprava monoacylglycerofii
Monoacylglyceroly byly fipraveny vice postupy. Metody byly popsany aut@g-85]. Pati sem:
* Interesterifikace
o Alkoholyza [32-35]
o Acidolyza [30-34]
o0 Transeesterifikace [30-34]
» Esterifikace mastnych kyselin s glycerolem [30]
* Hydrolyza [33]

» Adice mastnych kyselin na glycidol
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2.2.1 Adice mastnych kyselin na glycidol

Jde o no¥jSi metodu vyroby monoacylglycefopomoci oteveni epoxidového kruhu a naslednou

nukleofilni adici mastné kyseliny na glycidol. Sofeéreakce rizeme vidt na obrazku (obr.10).

Glycidol je organicka slatenina obsahujici epoxid a alkoholovou fankskupinu. Je tdista jem-
n¢ viskdzni kapalina, ktera ma mnohdimyslového vyuziti. Glycidol je pouzivany jako stiaitor
piirodnich olej a vinylovych polymel a pouziva se také jako deemulgator. [36] Glycjdafitant

kuze, @i, sliznic a hornich cest dychacich. [37]

Jako @inné katalyzatory mohouugobit také komplexy tranzitnich kdvchrém, zinek, kobalt),
piicemz nejlepSich vysledkse dosahne pouzitim chromitych kompgiayrobenych tavenim MK a
chromitych soli g 160 °C. [38]

R—C—OH +H2C\—/CH2CH—OH —_— R—CHzo—o—CHz—(l:H—CHZOH
o OH

MK glycidol 1-MAG
Obr.10 Adice mastnych kyseliny na glycidol
Mezi vyhody tohoto postupu gat
* univerzalnost reakce,
» vysoka regioselektivita (vyroba prostorovych izoter
» dosazeni vysokych konverzi,

» Kkatalyzator lze snadnaipravit v bezrozpoustlovém systému a je ho peba malé mnoz-

stvi,
* nevznikaji Zzadné vedlejSi produkty,
» reakce probiha v desitkach miniit igakeni teplog cca 90 °C.

Nevyhodou je vSak nutnostggistovani vzniklého produktu od nezadoucich latek mézipat-

il katalyzator a glycidol tak, aby obsah vyhovovaimam.[38]
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2.3 Vyuziti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly maji vyborné emuldya vlastnosti a proto se vyuzivaji v potravstai, kosme-

tickém pamyslu, farmacii a dalSich odtvich.
V potravindstvi se monoacylglyceroly se vyuzivaji zejména jekaulgatory typu V/O { vyrobeé
margariri. Dale jako stabilizatory, zahtgvadla, mazadla. [39] Zkoumany byli i jejich antikrab-

ni vlastnosti.[40]

V dnesdni dob se celos#tove vyprodukuje 150 000 az 200 000 tun emulgatdrtoho mnozstvi je
az 75% monoacylglycenbl diacylglycerol (DAG) a jejich derivdl. MAG a DAG jsou obvykle

pouzivany ve sisich. NefasgjSi pouzivané derivaty jsou uvedené v tabulce taf35]

Tab.1 Emulgatory s monoacylglycerolovych a diaggdglolovych smsi[39].

Nazev MAG a DAG esterifikovany| Slozka, ktera bylaupita
pro vyrobu smisi

acetem kyselina octova anhydrid kyseliny octové
lactem kyselina mk&na kyselina mléna

citrem kyselina citronova kyselina citronova

datem MAG a DAG kyseliny vinng  kyselina vinna ac&

2.4 Metody stanoveni

Monoacylglyceroly Ize stanovitéRolika metodami. Vyuzivané jsouquevsim kapalinova chroma-
tografie a plynova chromatografie. Kapalinova vya@knna chromatografie (HPLC) a tenkovrstva

chromatografie (TLC) byly vyuZzity v praktickésti diplomové prace.

Chromatografie je souhrnné ozeai pro skupinu fyzikakchemickych sepataich metod. Mole-
kuly analytu se u vSech tyghromatografickych separaci réagi mezi stacionarni a mobilni fazi.

D¢leni je zaloZeno na rozdilné afinigloZek smisi k mobilni a stacionarni fazi. [41]

2.4.1 Chromatografické metody
Chromatografické metody je moznélitl podle tiznych hledisek jako je n&glad povaha mobilni
faze (kapalina / plyn), Zisob provedeni (na kolér ploSné uspi@dani), princip separace (rozpous-

téni / adsorpce / iontova vyma). [41]
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2.4.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je druh ploSnéocmatografie s fevladajicim adsogmim me-
chanismem é&eni analyzované s#si latek. Vlastni chromatograficky experiment sevadi na
tenké vrst¥ sorbentu (celuléza, silikagel, alumina) nanesen@ehodné podlozce (sklo, kovova
folie). Vzorek se ve velmi malém mnozZstvi (ul) néinda zaatek vrstvy (start) spote¢ se standar-
dy. Po zaschnuti nanesenych vZoske vrstva viozi do vyvijeci komory s vhodnowsimrozpoust-

del (mobilni faze) tak, aby startovni linie byladnaladinou a komora se uzav [42, 43] Vyvijeni
chromatogramu probiha tak dlouho, dokudce snési rozpoustdel nepiblizi k okraji desky.
Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnyfisapem detekce se zjisti, kam doputovaly latky
obsazené ve vzorku. K detekci se pouzivaji pouziwajvy upravené fluorescémi latkou, fluores-
kujici pii oswtleni UV z&enim. Stanovované latky velrsasto tuto fluorescenci zhaSeji, takze se
pod UV lampou objevuji ha chromatogramu v padthavych skvrn. VyuZivaji se i dalSitgoby
detekce, zaloZené na pilsti chromatogramu vhodnyrinidlem, které se stanovovanou latkou
vytvérii barevnou sloteninu. Vyhodnoceni chromatogramu se provadi porhodnot R. Tato
hodnota charakterizuje rychlost migrace kazdécdgoiny. Vyjaduje se jako powr stedu skvrny
od startu a vzdalenosela rozpou&idla od startu. Hodnoty se pohybuji od 0 do 1 (latkstartu se

blizi nule, latky wela se blizi jedné). [42, 43]

Tenkovrstvou chromatografii Ize stanovovat Sirol&alu organickych i anorganickych latek p
vysoké citlivosti a nizké ekonomické nénosti. Metoda je §tSinou i¢asow rychla, takze je velmi
rozSitena v pimyslu v oblasti meziopetai kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhad
pro prvni orientaci ve sloZzeni u neznamého vzoddle v oblasti sledovani ztigteni zivotniho

prostedi, v medicit i v chemickém vyzkumu. [42]

2.4.3 VysokoWinna kapalinova chromatografie

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujimanamné misto vysok@inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Zkratka je odvozena od dptipustnych nazv této techniky a to ,high
performance liquid chromatography” (vysokona kapalinova chromatografie) nebo ,high pressu-
re liquid chromatography” (vysokotlakéd kapalinov&@amatografie). Mobilni fazi je v tomtaipa-

d¢ kapalina. Stacionarni fazi je filntiplusné latky zakotveny na povrchu riesnebo pevny adsor-

bent. Ristroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nakg@pélinovy chromatograf. [41, 44]
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Obr.11 Schématicky nakres kapalinového chromatagraf
Blokové schéma kapalinového chromatografu je zménorna obrazku (obr.11). [41, 44]

Mobilni fazi v mize byt nap. voda, methanol, acetonitril a jejich &nv miznych vzajemnych po-
merech, pufry a dalSi. Zasobniky jsou skieé lahve, kterych fZe byt rgkolik s navzajemiznymi

mobilnimi fazemi, které je mozné spolu automatiokigit v @edem zvoleném pogru.

Stacionérni faze je tvena mikr@asticemi silikagelu (3-10 um), na kterych je navézalastni sta-
cionarni faze. Vlastni stacionarni fazéza byt tvdena nagiklad nepolarnimi uhlovodiky (C8 —
oktan, C18 — oktadekan), nebo potsimi uhlovodiky s fun&ni skupinou ( naip -CN). Dostate-

ny tlak a konstantni ptok mobilni faze zajiduje prav vysokotlakd pumpa. Vzorek je davkovan do

proudu mobilni faze pomoci davkovaci sty nebo pomoci automatického davkeea[41, 44]

O schopnosti kolony separovatiié snesi na jednotlivé slozky rozhoduje zejména typ staé@rni

faze zakotvené na silikagelovém ribsi

V metod HPLC je dostupn&ada tiznych detektar, které se liSi principem funkce, konstrukci,
selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearndynamickym rozsahem. Metoda HPLC vyuZziva
nagiklad tyto typy detektdr. spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluoreséamn detektor,
hmotnostni spektrometr, refraktometricky detekdolba detektoru zavisi na konkrétni aplikaci.
Podminkou pouziti detektbrje, aby dany analyt absorbovaliedi ucgité vinovée délky (UV-VIS

detekce) anebo aby emitoval flouresgdre&eni (fluoresceni detekce).

Aparaturou protéeka mobilni faze, ktera je ze zasdbitahvi vedenaips vysokotlakou pumpu do
kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadukb@a&em je do proudu mobilni faze nadavkovan
vzorek gadow nékolik malo ul). Vzorek je unasen mobilni fazi dddwy, kde dochazi k separaci

jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do deteldt kde jsou jednotlivé slozky detekovany.
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Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC auisk podol chromatogramu (obr.12).
[41, 44]

Tato metoda je citlivd na sloZeni a pH mobilni fAzghodou HPLC je schopnost analyzovat termo-
labilni latky (nap. vitaminy a jiné).

Chromatogram (obr.12) je tien soustavou pik které maji iznou plochu a vy3ku, maji od sebe

raznou vzdalenost a v idealnimipad jsou symetrické a maji tvar Gaussovivky.

.
—_— e
1

Obr.12 Ukézka chromatogramu.

Kazdy pik ¢. 1 - 6) odpovida jedné sloZce analyzovanéssnvodorovna osa znazase ¢as.Cas,
ktery odpovida vrcholu piku je tzv. reten ¢as, ktery je na dané koldma za danych experimental-

nich podminek pro kazdou latku charakteristicky] [4

Pokud je zkoumana s dol¥e rozdlena, pak kazdy pik na chromatogramu odpovida jeerso-
Zek sngsi. Poloha piku na ose x uvddh pomoci retemiho ¢asu (uéeno podle polohy vrcholu)
uréuje o jakou latku se jedna (kvalitativni analyzapcha piku (nebo jeho vySka)uje koncentra-

ci latky ve sndsi (kvantitativni analyza). Identifikace gil{latek) se provede tak, Ze se na stejné
separani kolore za stejnych experimentalnich podminek provedeyaagfedem pipravené srési

o znameém kvalitativnim slozeni, tzv. standardnésnfPokud se reténi ¢asy piki na chromato-

gramu neznamé sisi shoduji s retamimi casy piki smEsi o znAmém slozZeni, pak se jedna o stejné

latky. [41, 44]
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3 MIKROORGANISMY

Pti zakladnich testech na antimikrobni aktivitu seziga utité spektrum grampozitivnich a gram-
negativnich bakterii a plisni. Pro praktickéést byly vybrany druhy, které @gobujici kazeni a

shizenou jakost potravih alimentarni onemocimi.

3.1 Doména Bacteria

Jsou to jednobuiné prokaryotické mikroorganismy. Velikost kilnse udava ym. Zakladni tvar

bakterii je tginkovity a kulovity. [45, 46]

3.1.1 Stavba

Cytoplasma bakterialni kily je obklopena cytoplasmatickou membranou. Nahvykle naseda
pevna buicna stna. Na jejim povrchu e byt bakterialni pouzdro nebo vrstva slizu. Zrpbu
nékterych bakterii vystupuji biky, pripadré submikroskopické vy¥ky zvané pili. V cytoplasgh
se nalézaji nukleoid neboli jaderny ekvivalentpsibmy a inkluznidiska, vakuoly nebo granula, u

nékterych bakterii spory (n&pu roduBacillus a Clostridium). [45, 46]

3.1.2 Rozdéleni

Bakterie Ize rozdit dle stavby bua¢né sény na grampozitivni a gramnegativni dle danskéka-lé
e Grama, ktery objevil, Ze se bakterie daji stizdlo dvou skupin na zaklgdschopnostii ne-
schopnosti obarvenych beknpodrzet si barvivo viftomnosti alkoholu nebo acetonu. Grampozi-

tivni bakterie astanou tmavomodré, gramnegativaivene.

Bunééna stna gramnegativnich bakterii obsahuje vice tipi@z s¢na grampozitivnich. f@dpokla-
da se, Ze alkohol v ni vytkiapory, jimiz se barevny komplex snaz vyplavujai Jase soudi, ze

pri¢cinou grampozitivity je silgjSi vrstva peptidoglykanu veésk grampozitivnich bakterii.

Bakterie se vyskytuji vifrod hlavre ve stojaté a tekouci védv bahr, pade, nekteré i jako kon-

taminanty potravin. Bkteré druhy zfisobuji alimentarni onemoéni. [46]

3.1.3 Grampozitivni bakterie pouzité v praktické ¢asti

» Bacillus cereuge sporulujici tyinka zcéelediBacillaceae Spory jsou ovalné, nezfiyi bui-
ku. B. cereugpati mezi bakterie aerobni, chemoorganotrofni, s cftinteplotou iistu 30

°C. Bézre se vyskytuje v fpdé, v prachu a ve vzduchu. Produkuje vEa#tu toxin, z nichz
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3.14

nejvyznamijSi jsou dva enterotoxiny tzv. emeticky aijonovy toxin. Emeticky toxin je
zodpowdny za zvraceni, nevolnost, obvykle begjpri. K vyvolani tohoto tzv. ,syndromu
zvraceni dochazi po poziti kontaminované potraviRgjmovy toxin je zodpowdny za
vodnaté pijmy a bolesti bicha. Je produkovan bakteli. cereuspo jejim pomnozeni v
tenkém gew. K onemocgni dochazi f poziti kontaminované potraviny, ktera byla ne-
vhodre skladovana po dokéeni kuchyiské Upravy a ve které doslé pokojové teplat k
pomnoZeni mikroba. Zdrojemi8hi byvacasto vaéena ryze, zelenina, mléko, masové vyrob-
ky a také cukrgske vyrobky. [47]

Bacillus subtilis- je v giirodé témei vSudygitomny. Podob# jako B. cereus je to sporulujici
ty¢inka, spory jsou ovalné a nezdji buiku. Roste aerokin optimalni kultiv&ni teplota je
30 °C. Produkuje antibiotika, ktera séimyslow vyrabi (bacitracin), bakterialni amylazy se
uplatiuji v pivovarstvi a v textilnim @myslu. U rekterych kmei byla zjiS€na produkce
toxind. [46]

Enterococcus faecalis pati mezi grampozitivni koky, kteréasto tvdi diplokoky. Je to fa-
kultativné anaerobni bakterie a chemoorganotrofni vyzivoistovym optimem 37°C. Ente-
rokoky se Bzr¢ vyskytuji v obsahu gastrointestinalniho traktaveka i Zivaticha, proto
jsou pouzivany jako indikator fekalniho Zigeni pitnych vod. Jsou ziia¢ odolné, snaseji i
6,5 % koncentraci NaCl, 10 - 45°C, pH 9,5. [46]

Micrococcus luteus grampozitivni aerobni kokovité bakterietededi Micrococcaceae
Teplotni optimum lezi v rozmezi 25-37°C. Vyskyts@ ve vod, prachu a fidé. PredevSim
na solenych potravinach, v nmil§ych a Ziv@isnych produktech i v pivu a také na lidské po-
koZce [48]

Staphylococcus aureus vyskytuje se nawi, rozmnoZuje se i v pragdi s 10 % chloridu
sodného. Zfisobuje anginu, hnisavé oneme&cihkize, hnisani ran a hnisavé onem&an
porarénych kosti. Dostane-li se do potravin produkujeesstbxiny bilkovinné povahy, které

mohou zfisobit vazné az smrtelné otravy. [46, 49]

Gramnegativni bakterie pouzité v praktické ¢asti

Citrobacter freundii- zastupceéeledi Enterobacteriaceaeledna se o fakultatigranaerobni

rovné ty¥inky s optimalni kultivani teplotou 37°C. Je¢inym obyvatelem #tvniho traktu
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¢lovéka, ale ve vysSich koncentracichiza zmisobit onemocEni u oslabenych jediric

Zpusobuje piijmova onemoceni. [46]

» Salmonella enterica pati mezi gramnegativni pohyblivé bakteri€etedi Enterobacteria-
ceaevyvolavajici lehké gastroenteritidy aZka onemoc#ni lidi i zvirat. Jde o bakterie fa-
kultativné anaerobni, chemoorganotrofni s teplotnim optim&iC3 RenasSi se hlawnma-

sem a vejci. [46]

» Serratia marcescensrodSerratianalezi datelediEnterobacteriaceaed?odobg jako dalSi
zastupci tétaeledi i S. marcescengg rovna tyginka, pohybliva pomoci bika, fakultativre
anaerobni, chemoorganotrofni s teplotnim optimeAC3¥yskytuje se v fidé, ve vod ne-
bo na povrchu rostlin, fize se uplatnit i jako oportunni patogélovéka acasty pivodce

nozokomidlnich infekci dychaciho traktu. [46]

» Escherichia coli — tyinkovité bakterie, fakultativh anaerobni, chemoorganotrofni
s teplotnim optimem 37°C. Zije v tlusténies& teplokrevnych Zivéichi aclovéka. Jeji pi-

tomnost ve vodindikuje fekalni zn&steni. [46]

» Pseudomonas aeruginosazastupceéeledi Pseudomonadaceasvné nebo mithzakive-
né tyinky, pohyblivé, aerobni, chemoorganotrofni s oglim teplotou proist 25-30 °C.
Jeji vyskyt je BZny ve vod i v pudé. P. aeruginosge vSak i vyznamnym oportunnim pato-
genemclovéka acastym givodcem nozokomialnich infekci. Vyvolava kozni infekinfiku-

je bércové ¥edy, pivodcem infekci urogenitalniho a resgimého traktu. [46]

3.1.5 Ristova kifivka bakterialni populace

Za idealnich podminek probih&leni bakterii geometrickotadou. Bhem kazdé genefai doby se
pocet burgk zdvojnasobi. Teoreticky tedyigenergni dok® 30 minut mize za 24 hodin vzniknout
asi 2,8.16" bursk. Ve skuténosti v&ak &chto koncentraci bakterie dosahnout nemohou, peotoZ
bud’ vycerpaji zZiviny, nebo jsou kiky inhibovany zplodinami svého metabolismu. Labomait kul-
tury p3stované tzv. stacionarnimigmbem v tekutém prdsdi obsahuji nanejvys 53bakterii v 1

ml.

Ristova Kivka (obr. 13) zndzauje paet Zivych bugk v zavislosti na sté kultury, picemz péet
Zivych burgk je uveden v logaritmické stupnici. Nastové Kivce Ize pozorovat zejména fazi pro-
dlevy ¢ili lag-fazi, logaritmickou fazi, stacionarni faz,nakonec fazi odumirani a smrti BkinMe-

zi fazemi existuji pozvolnérpchody. [45]
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Obr.13 Ristova kivka

Terminlag-fazese tyka prodlevy vdeni burgk, nikoli jinych aspeki ristu bakterii. Biky v lag-
fazi mohou syntetizovatizné enzymy nebo #t8ovat swj objem, aniz sedi. Délka lag-faze zavi-
si hlavrg na fyziologickém stavu inokula. Pokud byly jak@kalum pouzity intenzivé se mnozici
bunky logaritmické fazeirstu ve stejném médiu oplyvajici spoustou enkybude lag-faze velmi
kratka. Naopak se lag-faze vyré&zprodlouzi, pouzijeme-li k n&kovani starou kulturu vyhladév
lych ¢i dokonce odumirajicich bek. Lag-faze koui kratkym obdobim, kdy se kky zatinaji cklit,
ne vSak jeststalou rychlosti (ekdy se hovéi o fazi zrychleniistu). [45]

Logaritmicka nebo téZ exponencialni f& vyznauje konstantni rychlostiéteni burgk. Vztah
mezi p&tem Zivych bugk acasem je exponencialni. Rychlost, s jakou sekpwkli, zavisi na dru-
hu mikroba, na tepléta na slozeni kultivaniho prostedi a uvadi se obvykle jako genaradoba.
V uzaweném systémuipdstavovaném napnadobkou s bujonem se sloZzeni kuktiviho média
postupi zhorSuje: ubyva Zivin aifoyva zplodin metabolismu, zejméngh, které ovliviuji pH

prostedi. To posléze vede ke zpomalovani rychloderd burgk (faze zpomaleniistu).

Ve stacionarni fazise buiky témét nemnoZzi. Pro nedostatek Zivin mohou byikyuve stacionarni
fazi mensi. Bu&né slozky se tvio stale méa koordinovas, pribyva kyselych a jinych odpadnich
produkti a odumirajicich butk. Nutno gipomenout, Ze hiky odumiraji i v prosedi o optimalnim

sloZzeni Jejich struktury jsou vystaveny fiklad tepelnému pohybu molekul a musi byt neustale
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opravovany. Ve stacionarni fazi tedy Zivotaschopnyarék negibyva ani neubyva. Délka stacio-

narni faze zavisi na druhu bakterie a charaktesstedi. [45]

Rychlost, s jakou veakzi odumirdnipopulace bukk hyne, ogt zavisi jak na mikrobidlnim druhu,
tak na charakteru prasdi. Nekteré mikroby, nafiklad neisserie nebo pneumokoky se v této fazi
rychle doslova rozpoudt (autolyzuji). Ric¢inou je indukce enzythdestruujicich buftnou stnu.
Jedna se o tytéz enzymy, které ghdm Gstu buky podilely na vkladani n@wytvoreného pepti-

doglykanu do bu&né sény, je vSak poruSena rovnovaha mezi lytickyiisgbenim a syntézouést
ny.

Nékdy je rychlost odumirani populace paitou dobu konstantni afikka vyjadtujici pacet prezi-

vajicich bugk v case je exponenciala apeho smiru nez v pipac faze logaritmické. K tomu
dochézi tehdy, usmrti-li lileu jediny zasah néfznivého faktoru. ¥tSinou se vSak v lilce kumu-

luje €chto zasal n¢kolik a kinetika odumirani populace pak neni expanni.

Pokud se podastale pivadét Ziviny do kultury a odstigovat z ni zplodiny #etné namnoZenych
burgk, mizeme bakterialni populaci udrzet v logaritmické f&& neomezehdlouhou dobu. Tomu-
to zpisobu gstovani busk setikéd kontinudlni kultivace. Probih& vigtrojich zvanych fermentory
a o jejich propracovani se zaslouzilteskoslovensti mikrobiologové. Vyuziva se wumyslové
mikrobiologii k produkci rozmanitych latekcgtre antibiotik. Prvky kontinualni kultivace vSak na-
léezame i v pirozenych systémechiiRladem je ést bakterii v zaZzivacim traktu. \fippzenych sys-
témech se vSak bakterie mnoZtSimou pomaleji nez v laboratornich podminkachi¢ifou byva
omezeny fivod Zivin a suboptimalni teplota, ale igmbeni ostatnich mikrdba dalSich faktdr

piirozeného prosedi. [45]

3.2 Ri3e houby Fungi

Houby jsou eukaryotické organismy. Pro viaknité lhose pouziva termin plisnPredstavuji vel-
kou skupinu Zivych organisimdiive fazenou k rostlinam, ale nyni ahlgrénou jako samostatnou
¥iSi. Jeji zastupce lze nalézt po celé Zemi. V patiGstvi se pouzivaji se pro vyrobu lihu kvaSe-

nim, vyrobu chleba a kynutéhogpea, vyrobu piva, vina, dkterych druli syni.

3.2.1 Stavba

Houby maji v porovnani s bakteriemi sl@@f stavbu bugk. Jedna se o heterotrofni organismy bez

plastidi (neprobiha fotosyntéza), pokud obsahuji barvied, eslouzi k asimilaci.€lo, tzv. stélka,



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 33

hub je fizného typu, od jednoduché (u primitivnich hub) jg&aaha a améboidni az po slozitou
mnohojadernou a vlaknitou u dokonalych hub. Vegeatatélo je tvareno bul’ jednou biikou, ktera
muze byt rozétvena, nebo jecto vlaknité a pop rozwtvené. Stélka iize byt jednobu&na i vi-
cebur¢nd, jednojadernda, dvoujaderna i vicejadernaikBwlaknitych hub tvéi typické retézce, s
moznosti ¥tveni, které se oziaji jako hyfy. Hyfy jsou zakladni stavebni jednotkyytvéeji pod-

houbi (mycelium). [50]

3.2.2 Vlastnosti

Nekteré druhy plisni produkuji mykotoxiny, latky sgim& negativé ovlivnit zdraviclovéka. Myko-
toxiny ¢asto poSkozuji jatra a ledviny, negatiymisobi na imunitni systémgkteré jsou potencial-

n¢ karcinogenni.
Mezi nejvyznamsjSi mykotoxiny pati aflatoxiny, ochratoxiny, fumonisiny a zearalerjbt]

Aflatoxiny jsou karcinogenni mykotoxiny produkovapksrémi rodu Aspergillus.Nejéasgji jsou
nalézany v arasSidech, kukti a skdapkovych plodech. Ochratoxiny jsou produkovanyrgihis
rodi Aspergillus(ochratoxin A)¢i Penicillium. Nejcasgji byvaji izolovany z obilovin. Fumonisiny
jsou produkované pligmi Fusarium. Vyskytujici se pedevSim na kukKici a jsou nebez@@é
zejména pro hospotika zviata. Nekteré druhyFusariumjsou i producenty toxinu zearalenonu,
ktery ma podobnédinky jako steroidni hormony estrogeny a je rozeamdsa¥imi receptory pro
estrogen. U dobytka vyvolava hyperestrogenni syndnarusujici reprodukci. [51, 52] Mezi dalSi
mykotoxiny pati patulin produkovany gkterymi zastupci rod®enicillium (negasgji v jablecnych

a jinych ovocnych vyrobcich). Namelové alkaloidgysprodukované plisrClaviceps vyvolavaji
halucinace a svalovérdte. DalSim dsledkem jsou poruchy krevniho dtu, které po delSi deéb

mohou vést k odumirani koetin.

K vyskytu mykotoxinii na zenddélskych produktech (krmivech i potravinach rostlihoé pivodu)
dochazi v dsledku nefiznivych teplot a vihkostiip sklizni, skladovani, fepra¥ a dalSim zpraco-
vani. [51, 52]

3.2.3 Plisné pouzité v praktické ¢asti

» Alternaria alternata— pati do kmeneAscomycotaVyskytuje se velmi hogana celém ssté,
a to nafiznych substratech rostlinnéhavodu \etné potravin a krmiv, a také vipe. Mu-

Ze produkovat vysoce toxicky metabolit AAAl{ernaria alternatatoxin ) podobny fumoni-
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sinu, kyselinu tenuazonovou a déku mén vyznamnych toxif, nag. alternariol. P&t

mezi oportunni patogeny, #gobuje nap kozni léze. [53]

» Aspergillus niger pati do kmeneAscomycotaNachazi se na potravinach rostlinného i Zi-
vocisnéeho @vodu. Tvdi velké mnozstvi spor. Dlouho byl povazovan za xietmgenni,

avsak v 90. letech byla ¢kolika kmeni zjiSttna produkce mykotoxinu ochratoxinu A. [53]

* Penicillium roqueforti- pouziva se pro vyrobu sytypu Roquefort, ize se vSak vyskyt-
nout i jako kontaminant jinych potravémkrmiv (nag. silazi). Veisté kultude je schopen
produkovat toxin, avSak na syrech je jeho prodwami slaba a latka se rozklada. [53]

* Mucor rasemosus pati do kmene&ZygomycotaTvori volne vidknity porost ¥tSinou bilého
zabarveni s kulovitymi lehce naldlymi sporangiemi. Parazituje na ovoci, zeléranobili.
Zpusobuje akutni plisové infekce. Pro oslabené jedincéza mit az smrtelné nasledky.
[53]
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4 ZHODNOCENI TEORETICKE CASTI

Z reSersntasti této prace vyplyva, Ze perfluorované derivagji vyznamné specifické vlastnosti.
Diky své stabili, odolnosti a schopnosti vazat kyslik jsou publ#&aoy studie zagtené na vyuziti
perfluorovanych derivétjako krevnich nahrazek. Fluorované Iéky bylydssp testovany v l&beé
metabolickych a kardiovaskularnich chorob a bdt#ji vyrazny antimikrobni &inek. Antimikrob-
ni inky byly zjist&ny také u monoacylglycenl jejichz vyzkumem se zabyva nasSe fakulta.

Mezi nejnowjSi metody pipravy monoacyglycerélpati adice MK na glycidol nukleofilnim ote-
vienim epoxidového kruhu zdifpmnosti chromitého katalyzatoru. Vyhodou této oadgtje gede-
vS8im vysoka vyZznost, univerzalnost a rychlost reakce. Pouzitpwtity katalyzator a nezreagova-
ny glycidol je vSak nutno z vyrobeného MAG odsttgmurifikaci.

Monoacylgyceroly se né&pstji stanovuji pomoci chromatografie. Pouzivana gingucha tenko-

vrstva chromatografie, plynova i vysokina kapalinova chromatografie.

U monoacylglycerdl byly zjiSttny bakteriostatické nebo bakteriocidniinky zejména u MAG
s kyselinami s 8 az 12 uhliky. Prokdzano bylo, bmoacylglyceroly omezovalyist pongrné Siro-

kého spektra mikroorganigm

ProtoZze monoacylglyceroly i perfluorované derivatgji antimikrobni Ginky, da se dekavat pro-
hloubeni antimikrobni aktivity u vyrobeného produkhonoacylglycerolu kyseliny perfluorounde-
kanové (MAG-Ql;o(pF).

Pro testovani antimikrobni aktivity bylo vybrancegpum grampozitivnich a gramnegativnich bak-

terii a plisni, které Zisobuji kaZzeni potravin az alimentarni onendoén
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. PRAKTICKA CAST
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4.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril p.a.99% (SIGMA- ALDRICH, NMmecko)

Aceton p.a.99,5 % (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod)
Destilovana voda

Ethanol denaturovany 96%

Fenolftalein 1% roztok v ethanolu (SIGMA-ALDRICHrdha)
Fungal agar (HiMedia Laboratories, Bombay, India)
Glycidol (2,3-epoxy-pronanol) 96 % (SIGMA-ALDRICHPraha)
Hydroxid draselny

Chloroform (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)

Chlorid sodny p.a. (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)
Chromium(lil) acetat hydroxid (SIGMA-ALDRICH, Praha

Kyselina borita krystalicka p.a. (LACHEMA, Brno)

Kyselina perfluoroundekanova p.a.95% (SIGMA-ALDRICPtaha)

Methylalkohol p.a. (Penta, Chrudim)

Peptone, Bacteriological (HiMedia Laboratories, Bay, India)
Protose — BE, (HiMedia Laboratories, Bombay, India)
Toluen p.a. 99% (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)

Xylen ¢isty (LACHEMA, Praha)

2,7-dichlorfluorescein (SIGMA-ALDRICH, Praha)
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4.2 Pouzita zaizeni a pomacky

Autoklav Varioklav H+P (Germany)

Cecil UV/VIS (CE 3041)

Digitalni byreta (25ml, BH Brand)

Filtr GHP Acrodisc® (25mm, 0.45um, 1000/pkg)

Filtr s modrou paskow(390) (Schleicher & Schuell,&hecko)
Waters 600E Gradient Module HPLC Systém (USA)
Chromatografické desky TLC-Silica gel 60F254, 02 iiRiedel-de Haéken)
Laboratorni sklo a jiné laboratorni paoky

Magnetické michadlo MM4 (LAVAT Chotutice)

Mikrodesttky

Mikropipeta (BIOHIT)

Odstedivka Media (Chirana)

Pctitacovy program Clarity 2.4.1.65 (DataApex s.r.0.)
Paitatovy program Microplate reader Benchmark (Bio-Rad)
Polytherm A Heiztisch Mikroskop (Wagner and Munzniecko)
Sklerény dvouplasovy reaktor (vyroben na FT)

Sterilator (MEMMERT, Germany)

SuSarna (KBC 100/250 VarSava, Polsko)

Termostat (U3, Medingen)

UV lampa Lamag (UV Cabinet II)

Ultrazvukova laze Ultrasonic compact cleaner 4L, (Powersonic
Vakuova odparka rotai RV-05-ST (lka Werke, Bimecko)

Vyvijeci sklergna TLC komora se zabrouSenym vikem
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4.3 Pouzité metodiky

4.3.1 Stanoveni bodu tani kyseliny perfluoroundekanové

U kyseliny perfluoroundekanové byléten bod tani naistroji Polytherm A Heiztisch Mikroskop.
Na sklegnou podlozku mikroskopu byl umést krystalek kyseliny perfluoroundekanové. Po za-
osteni mikroskopu byla podloZzka zZ@éna rychlosti 4 °C za minutu. Jakmile s€aha okraje
krystalku rozpoust, byla odétena hodnota bodu tani. Podle &mého bodu tani kyseliny byla

pouzita teplota pro vyrobu 1- monoacylglyceroluddysy perfluoroundekanové (MAG-&opr).

4.3.2 Vyroba 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekaové

Na zaatku nutnorici, Ze vzorky kyseliny perfluoroundekanové bylakié(cenas g kyseliny per-
fluoroundekanové byla 50 €) a dotace na diplomopmci omezené. Proto byla pro vyrobu 1-
monoacylglycerolu pouzita menSi mnozstvi a vyuzkySenosti a metody aplikované na nasi fa-
kulté jiz v minulosti [54] .Na experimentélni stanoventestovani antimikrobni aktivity vSak bylo

vyrobené mnozstviigdow neékolika grant) vyhovujici a dostaujici.

Zvolily jsme nejno¥jSi metodu vyroby MAG adni reakci MK na glycidol. Pro vyrobu perfluoro-
vaného 1-monoacylglycerolu byly pouzity sikdeg dvouplafové reaktory. Ve ghach plast reak-
toru proudila voda vytemperovand na nejvysSi moZieplotu, kterou systém umigdval, a to

97,5°C, tak aby nedoslo k varu topného media.

Byl zvolen postup vyroby v toluenu jako rozpawle, z toho dvodu, Ze se za pouziti nejvyssi
mozné teploty reaktoru a homogenizace pomoci mepgéb michadla nebyla schopna kyselina
rozpustit. Proto bylo vpraveno do Jmitho prostoru reaktoru i@sré navazené mnozstvi MK a 2 ml
toluenu. Na reaktor byl nasazen vzduchovy ckiladiMK bylo pridano 0,5 % hm. katalyzatoru
Chromium(lll) acetat hydroxid na navazku reaktafeakni snes byla zakivana po dobu 30 mi-
nut a poté byl pdan glycidol v molarnim pogmu MK:glycidol 1:2. Sn¢s byla za stalého michani
zahivana pi 97,5°C po dobu 110 minut. Po 110 minutach bylti@sn vzduchovy chladi aby
vyprchal tkavy glycidol. Byl ziskan 1-monoacylglycerol kyssi perfluoroundekanové

(MAG-Ci1.0¢pF)- V prabéhu vyroby byla stanovovana konverze reakce.
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4.3.3 Stanoveni konverze reakce

V urcitych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky ré&aksmesi. U odebranych vzotkbyl
stanoven obsah nezreagované kyseliny. Vzorek tieav s pesnosti na 0,0001 g a nasléanz-
pusen v 5 ml sndsi xylen:ethanol (1:1). Roztok byl titrovan 0,1 thanolickym roztokem KOH na
fenolftalein do prvnihoiZzového zbarveni. Vysledek byl vyjah jako hmotnostni procenta kyseli-

ny vztazena na navazku MK vstupujici do reakcenjies/1).

- a'lj‘,:KOH |:IT\/IK ELOO

%C (1)
1000Im[p
= U spdteba 0,1M ethanolického roztoku KOH [ml]
Ceon--.fESNA koncentrace ethanolického roztoku KOH [rfol.
M.....molarni hmotnost MK [g.mdl
m........ navazka vzorku [g]
[ F pondr skut&né navazky kyseliny do reakce k celkové hmotnastch reaktafit
Konverze byla vypétena dle rovnice (2):
%MAG =100 - %C (2)

4.3.4 Priprava 0,1M ethanolického roztoku hydroxidu draselr@ho

Predem vypoétené mnozstvi KOH (cca 6,6 g) bylo rozpungt v 20 ml destilované vody. Po
rozpuséni byl roztok peveden do 1000 ml odimé baiky a dopln po rysku 96%
ethanolem. Roztok se nechaép noc na temném midst poté byla stanovena jehfepna

koncentrace. Roztok byl uchovavan v temnu.

4.3.5 Stanoveni Fesné koncentrace ethanolického roztoku hydroxidu drselného

0,0131g kyseliny perfluoroundekanové bylo rozpadtv 5 ml toluenu. Navazené mnozstvi odpo-
vid4 0,1 M roztoku kyseliny perfluoroundekanovézié byl nasledé titrovan ethanolickym roz-
tokem KOH na fenolftalein. Na zaklagpoteby byla vypétena pesna koncentrace ethanolického

roztoku KOH (rovnice 3).
5
CkOH = 3 (D1 (3)

Con--.f€SNA koncentrace ethanolického roztoku KOH [rol.
A spdtba cca 0,1M ethanolického roztoku KOH [ml]
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4.3.6 Purifikace 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluorourdekanové

Vyrobeny 1-monoacylglycerol kyseliny perfluoroundekvé (MAG-G1.opr) rozpustény v toluenu
byl preveden do 96% ethanolu tak aby gormbjemi byl 1:4. Tuhé podily byly po 15 mintefil-
trovany vakuo¥ pres modrou paskuCéast zbavena tuhych poilibyla umistna v mraznice i
teplog -18°C. Po vykrystalizovani po cca 6 hodinach pesynatant odseparovan na oedivce
pri 1500 ot/min. Supernatant byl odlit a tuhy MAG1Grr podroben druhé rekrystalizaci. Vyrobe-
ny finalni produkt s¥tle modré barvy a tuhé konzistence byl gesuseni za laboratorni teploty
pouzit na charakterizaci pomoci tenkovrstvé a kape€ chromatografie a nasledotestovana

jeho antimikrobni aktivita®€i vybranym bakteriim a plisnim.

4.3.7 Tenkovrstva chromatografie

TLC vyrobeného MAG-Gi.opr byla provadna na silikagelovych deskach impregnovanych rozto-
kem kyseliny borité. K vyvijeni byla pouzita vywje soustava chloroform:aceton:methanol
(95:3,5:1,5) [24]. Pro identifikaci skvrn bylo pate detekni ¢inidlo 2,7-dichlorfluorescein a na-
sledré UV detekce.

Silikagelové desky byly impregnovany 5% roztokensediny borité po dobu 5 minut. Nasledn
byly suSeny v susagmii 90°C po dobu 60 minut.

Vzorek kyseliny perfluoroundekanové a vzorek glptidbyly navaZzeny do 5ml odimych bark

na koncentraci 2 %. Oditna baika byla doplgna 96% ethanolem pro rysku. Vzorek vyrobeného
MAG-C11.9pr)byl pro urychleni procesu rozpo&stna ultrazvukove lazni Ultrasonic compact clea-
ner @i 70 °C.

Vyvijeci soustava chloroform:aceton:methanol v pan{95:3,5:1,5) byla dde promychana a nali-
ta do skleané vyvijeci komory, kterda nechala se dokonale ftgsgtami. Na sthach komory byly

umisgny filtra¢ni papiry pro zajigni idealniho dleni v disledku nasyceni komory parami.

Jako detedni ¢inidlo byl pripraven ethanolicky roztok 2,7-dichlorfluoresceiRaztok byl gipra-
ven do 250 ml od#rné baiky, navazeno bylo cca 0,5 g 2,7-dichlorfluoresceirdopl&no 96%

ethanolem po rysku. Paikladném rozmichani byl roztok nalit do rozpraSovaaiobky.

Na start impregnované silikagelové desky byly nangs/zorky v mnozstvi 5 pl. Po odpai roz-
pousStdla byly desky vloZzeny do vyvijeci komory, kde selmaly vyvijet. Po ukaieni vyvijeni bylo
oznaeno ¢elo a desky byly ponechany k zaschnuti. Nasiduy desky postkany gipravenym

detekinim ¢inidlem. Po zaschnuti byly pozorovany pod UV lamm vinové délce 366nm.
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4.3.8 VysokoWinna kapalinova chromatografie HPLC

Pomoci HPLC byly stanoveny vzorky vyrobeného 1-namylglycerolu kyseliny perfluoroundeka-
nové. Jako standardy pro detekci byly pouzity kpseperfluoroundekanova a glycidol jako vycho-
zi latky @i vyrob¢ MAG. Analyza vzork byla proveden na chromatografu Waters 600E, nankol

typu Nova-Pack C-18, systém byl vybaven degasénmgikrgvakuova pumpa).

Pro stanoveniiesné vinové délky byla kyselina a vyrobeny vzorakydke zndfeni pracovnitm

na Ustavu technologie téiktenzidi a kosmetiky.

Podminky stanoveni: UV detekcé plnové délce 205 nm, mobilni faze acetonitril:add/selina
octova (80:20:0,1), ptok mobilni faze 0,8ml/min, sndika velikosti 100ul, rozsah detektoru
0-1500 mV. Vyhodnoceni bylo provedeno promoci paogr Charity Data Apex.

Vzorky kyseliny perfluoroundekanové a glycidolu yoylavazeny do 10 ml odfmych bawk, tak
aby jejich koncentrace byla cca 0,5% a depinmobilni fazi po rysku. Vzorek MAG1&orer) byl
pro urychleni rozpou&hi piipraven na ultrazvukové lazniip70 °C. Vzorky byly ped nasikem
filtrovany na filtru (GHP Acrodisc®).

4.3.9 Antimikrobni aktivita

Antimikrobni aktivita vyrobeného 1-monoacylglycarokyseliny perfluoroundekanové (MAG-

Ci1.0pr) byla testovana na vybranych kulturach grampazitkr a gramnegativnich bakterii a plisni.

4.3.10 Antimikrobni U ¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekanwé v bujonu
Testované kultury bakterii byly poskytnuty UTMP BTB ve Zlirg.
Pouzity byly kultury:

e grampozitivnich bakteriBacillus cereugCCM 2010),Bacillus subtilis(CCM 4062),Ente-
rococcus faecaligCCM 4224),Micrococcus luteugCCM 732), Staphylococcus aureus
(CCM 3953)

» gramnegativnich bakteriCitrobacter freundii(CCM 7187),Salmonella enterica ¢sp.en-
teritica serovar Enteritidis) (CCM4420%erratia marcescen€€CM 303),Escherichia coli
(CCM 3954),Pseudomonas aerugino§@CM 3955)

Bakterie byly natkovany do masopeptonového bujonu (MPB) a kultivgv2é hodin v termostatu
pri 30°C.
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Ptiprava MPB:

masovy vytazek......3 g

destilovana voda....1 |

Vliv MAG-C 11.0prna fiist bakterii byl sledovan s pouzitiniigiroje Microplate reader Benchmark.
Byl ptipraven 2% roztok MAG v ethanolu.rétl vlastnim stanovenim bylo &eno, Ze ethanol
v dané koncentraci nema inhibi (€inek na testované bakterie a nebudou tak odtiyrvysledky.
Rast bakterii byl pozorovan na mikrotitr@ich destikach po dobu 24 hodirtigeplot 25 °C. Hod-
nocen byl jako zrna optické denzity suspenze blknNarist bakterii byl ndfen i vinové délce
655 nm v 30-ti minutovych intervalech. Vzorek by gazdém réfeni protepavan po dobu 20

sekund. K vyhodnoceni byl pouZzit program Microplatanager.

Do jamek mikrotitréni destéky bylo pipetovano 200 pl kultiéaiho média MPB siiisluSnou kon-
centraci MAG-G1oper a 5 pl bakterialni suspenze testovaného druhucémrace testovaného
MAG byly 25 pug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pug/d00 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml. Pro
pozitivni kontrolu fistu bakterii byl ddadku jamek pipetovan MPB a testované druhy bakieeH
byl ptfidavan Zadny MAG-Gi o)

Z nantienych hodnot byl vypfitan paimér a sestrojenyistove Kivky a vypaiten index tistu bak-

terii (rovnice 4), ktery byl ndsledwyhodnocen graficky.

index fistu = (OPess “NK) 15 (4)
oD ....... opticka denzita (hustota)
NK ....... opticka denzita negativni kontroly procitou koncentraci MAG
PK........ opticka denzita pozitivni kontroly

4.3.11 Antimikrobni U ¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekanwé na pevné
pudé
Kultury plisni byly poskytnuty UTMP FT UTB ve ZknPouzity byly plisa Alternaria alternata,

Aspergillus niger, Penicillium roqueforti, Mucorsamosus.
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Zivné médium Fungal agar bylo sterilizovano v atdeld. K vysterilizovanému agaru byfigan
MAG-C11.0pr) do vysledné koncentrace 250 pg/ml, 750 pg/ml, 306@nl, 1500 pg/ml. Pro po-
rovnani byla fipravena pozitivni kontrola. Agar byl nalit do Rletr misek a po zatuhnuti byl zao
kovan vybranymi druhy plisni. Agar byl sledovanraydelnych intervalech, kdy byly ¢reny a

fotografovany kolonie plisni. Z nasfenych hodnot byl vypsitan index éstu (vzorec 4).
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4.4 Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo vyrobeni 1-monoacylglycerolkyseliny perfluoroundekanové. Protoze mo-
noacylglyceroly i perfluorované derivaty maji antimobni (&inky, dalo se &ekavat prohloubeni
antimikrobni aktivity u vyrobeného 1-monoacylglysler kyseliny perfluoroundekanové (MAG-

Cir.0(pF)-

4.4.1 Stanoveni bodu tani kyseliny perfluoroundekanové

Hodnota bodu tani kyseliny perfluoroundekanové Bjdaovena na 96,1°C. Na zakladto hodno-

ty bylo rozhodnuto aplikovat rozpogdtovou metodu pro vyrobu 1-monoacylglycerolu.

4.4.2 Vyroba 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekaoveé

MAG byl vyroben dle postupu uvedeného v kapitol& 2. praktick&asti. Jako zdzeni pro vyrobu
1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekanové foyuzit skleny dvouplasovy reaktor. Pro-
toZe bod tani kyseliny je velmi blizky bodu varudypjako topného media v termostatu, a nebylo
zarweno dokonalé tani a homogenizace kyseliny s kalyedt, byl zvolen postup vyroby za pouZzi-
ti toluenu jako rozpoudtla. Toluen byl vybran na zaklagkusenosti z minulosti, kdy bylo &e-
no, ze reakce probiha pouze v nepolarnim fedstNejvysSich konverzitippreparaci MAG orga-
nickych kyselin s vysSim bodem tani bylo dosazedecpy toluenu [54] . Ve shach plast reakto-

ru proudila voda vytemperovana na 97,5 °C, coz mdaimalni teplota, kterou umidval tempe-
ranéni systém. Nejprve bylo do vhitiho prostoru reaktoru viozeno 5,1789 g kyselingflperoun-
dekanové a 5 ml toluenu. $Smbyla homogenizovana za pomoci magnetického mighbid reak-
tor byl nasazen vzduchovy chladKe kyselirg bylo pridano 0,5 % hm. katalyzatoru Chromium(lil)
acetat hydroxidu, kalkulovaného na navazku reaktadReakni snes byla zakivana po dobu 30
minut a poté byl pdan glycidol v molarnim pogmu MK:glycidol (1:1,6). Smis byla za stalého mi-
chani zakivana i 97,5 °C po dobu 110 minut. Vid€hu vyroby byla stanovovana konverze reak-

ce. Vysledna konverze reakcggravy MAG-Ci1.oprbyla 79 %.

Pro dosazeni vyssiho ¥yku byl postup opakovan s menSim mnozstvim rozpdiasa ¢tSim pre-
bytkem glycidolu. Bylo navazeno 2,5196 g kyselirgrfluoroundekanové atidano 2 ml toluenu.
Smes byla umistna do vnitniho prostoru reaktoru a homogenizovana. Na redkybmasazen

vzduchovy chladi. Fridano bylo 0,5 % hm. katalyzatoru Chromium(lll) &téhydroxidu. Poté byla
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reakni smés zalitivana 30 minut a fiddn glycidol v molarnim pogu kyselina:glycidol (1:2).
Smes michana ) 97,5°C po dobu 110 minut. Jak vyplyva z obrazKujiz po 10 minutach byla

konverze reakce 60 % a po p&bhuti reakce se ustélila na 88 %.

Pti srovnani s praci Bobalové [54], ktera ve své ippagrovala moznosti fipravy MAG z fiznych
organickych kyselin za pouziti chromitych katalyrét (v koncentraci 0,4 % (hm.) na vstupni
hmotnost reaktaft pri 90 °C a reaénim ¢ase 1 hodina) bylo v naSerigmad dosazeno o 10% niz-
Siho vytzku.

Po preparaci nasledovala purifikace produktu dlstygms uvedeného v kapitole 4.3.6. Vysledna
konverze, resptistota po purifikaci dosahla hodnoty 90 %. &gk po purifikaci byl 70% jvod-

niho mnozstvi MAG-&i.opr). Vysledny produkt rél svétle modrou barvu, tuhou konzistenci.
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Obr.14 Vyroba 1-monoacylglycerolu kyseliny perflaondekanové

4.4.3 Analyza 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundelanové pomoci TLC

MAG-C11.9ppr) byl analyzovan pomoci TLC dle postupu uvedenérapithle 4.3.7. praktickéasti.
Vysledky tenkovrstvé chromatografie znaage obrazek 15. Vzorek 1 je kyselina perfluoroun-
dekanova. Byly detekovany &skvrny. Skvrna A patrna na startu prgeodobr prislusi rjakée
neidentifikované polarni gestot ve vzorku kyseliny. Skvrna B odpovida kyseélperfluorounde-

kanoveé (R = 0,61). Vyrobeny 1-monoacylglycerol kyseliny padtoundekanové je reprezentovan
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skvrnou C (vzorek.2) sifR=0,27. Skvrna D znazije glycidol. Vzhledem ke své polaria pouZzi-

té vyvijeci soustavbyl logicky detekovan na startu.

B
1]
(1 | T
L w1

Obr.15 TLC chromatogram : 1. kyselina perfluorod@t®va, 2. 1-monoacylglycerol kyseliny per-
fluoroundekanoveé, 3. glycidol , vyvijeci soustatdocoform:aceton:methanol (95:3,5:1,5), UV
detekce 366 nm

4.4.4 Analyza 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundelanové pomoci HPLC

Vyrobeny 1-monoacylglycerol kyseliny perfluoroundekvé byl analyzovan také pomoci HPLC
dle kapitoly 4.3.8. praktick&asti.

Nejdiive byla namitena spektra kyseliny a MAG:Goprna Ustavu technologie tk tenzidi a
kosmetiky. Na spektrofotometru UV/VIS CECIL zaznarykazal maximum u kyseliny perfluo-
roundekanoveé ip 208 nm, a MAG-Gi.opr pii 204,5 nm. Proto byla pro HPLC analyzu pouzita

vinova délka 205 nm.

Na obrazku (obr.16) fizeme vidt dva totoZzné chromatogramy kyseliny perfluorourashekvé, gly-
cidolu a chromatogramy vyrobeného 1-monoacylglyicekgseliny perfluoroundekanové. Prakticky
identicky pfibéh analyz dokumentuje dobrou reprodukovatelnageni. Pouzitd kyselina vykazuje
nesymetricky pik s maximemigeterénim ¢asu 3,89 min. Rozmyta vzestupna faze piku kyseliny

swdci o tom, Ze pouzita kyselina patronbsahovala nizkomolekularni distoty, které byly proka-
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zany i pomoci TLC (viz obr. 15 skvrna na startuzorku¢. 2). Pouzita kolona neni schopna ré&zd
lit kyselinu perfluoroundekanovou a glycidol, coakdmentuji obdobné reteéni ¢asy. Pokud se
podivame na fiib¢h stanoveni MAG-G.opr) je [ retertnim case 2,41 min. detekovan pik, ktery
nebyl identifikovan, ale dle jeho polohy I#ei, Ze pati nizkomolekularni polarni latce. Patrjde o
nedistotu z mvodni kyseliny (viz TLC). Déle nasleduje pik s réteim casem 3,93 minut, tedy ob-
dobrg jako vykazuje kyselina perfluoroundekanova a glgti Za &elem odstragni glycidolu byl
MAG-Ci1.0pr) PO provedené reakci zatan 30 minut v oteleném reaktoru (aby mohl glycidol
vytékat) a pak nasledrdvakratcistén pomoci rekrystalizace z ethanolu, ve kterém gedpl dolie
rozpousti. Lze fedpokladat, Ze jmenovany pik fiagpiSe zbytku kyseliny v analyzovaném MAG-
Ci1.0pr) Pik s reteénim casem 8,19 minut nutno ztotoznit s vyrobenym 1-mowpigéycerolem
kyseliny perfluoroundekanové. Mala vina o rém@m case 6,94 minut by mohla it 2-
monoacylglycerolu. Tégt totozny chromatogram MAG-Goer pii opakovaném nasku swdci o
dobré reprodukovatelnostidieni, jak bylo uvedeno.iBstoze se danou metodikou negidapri-

pravit produkt o vysokéistot, byl pouzit na antimikrobni testy. MAG:Corertotiz neni komemné

dostupny.
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Obr.16 Chromatogram glycidolu, kyseliny perfluordekanové, 1-monoacylglycerolu kyseliny
perfluoroundekanové (mobilni faze acetonitril:vdgaelina octova (80:20:0,1), kolona 18 Car
tok mobilni faze 0,8ml/min, UV detekcéi 205 nm, nasik 10 ul)

4.4.5 Antimikrobni U ¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekanwé v bujonu

Pro studium &dinku vyrobeného 1-monoacylglycerol kyseliny perfloandekanové naist bakterii
byly pouzity kultury gti grampozitivnich bakteriBacillus cereugCCM 2010),Bacillus subtilis
(CCM 4062),Enterococcus faecali®CCM 4224) Micrococcus luteugCCM 732),Staphylococcus
aureus (CCM 3953), a §ti gramnegativnich bakteriCjtrobacter freundii(CCM 7187),Salmonel-
la entericassp.entericaserovar Enteritidis (CCM 4420%erratia marcescen€€CM 303),Esche-
richia coli (CCM 3954),Pseudomonas aerugino§aCM 3955).

Bakterie byly kultivovany v masopeptonovém bujoMP@) s gidavkem 1-monoacylglycerol ky-
seliny perfluoroundekanoveé (MAG:Gopr) piislusné koncentrace v termostatu po dobu 24 hodin
pii teplot 25°C. Pozitivni kontrola obsahovala masopeptormygn s bakteriemi, negativni kont-
rola masopeptonovy bujon giglusnou koncentraci MAG-&opr). Narist bakterii byl mifen v 30-ti
minutovych intervalech po dobu 24 hodiii 55 nm. Pro sestrojenistovych kivek byly pouzity
aritmetické piiméry dvou nangienych hodnot optické denzityiiklady mistovych Kivek gramnega-
tivnich a grampozitivnich bakterii jsou znazom na obrazku (obr.17, 18). Vzhledem k tomu, Ze
s postupujicintasem testovani dochazi k postupnému vysychani naédikrotitracni destéce, Ize
objektivre hodnotit fistovou Kivku zhruba do 15 hodin testovanfi RizSich koncentracich MAG-
Ci1:0pr) (25 pg/ml, 50 pg/ml) dochazi u grampozitivnichteak k mirné stimulaciistu zgisobe-
né gitomnosti testovaného MAG:1&Gopr FYi koncentracich od 100 pg/ml Iziei, ze dochazi

k postupné inhibiciistu.

K podobnym z&srtm dosgli i autori Altieri et al. [27], kté&i studovali antimikrobni &inky kyseli-
ny laurové. Zjistili, Ze wzné koncentrace téze latky mohou ¥itdrfazi fistu inhibovat nebo stimu-
lovat rist bakterii. Tento jev vystlovali pravd&podobnou zvySenou propustnosti membran a rych-

lejSi vymEnou zivin mezi vnitnim a vréjSim prostedim buhky.

Dale byly dle vzorce (vzorec 4) vygitdny indexy @istu a sestrojeny grafy vliviiznych koncent-
raci 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundeka@ddMAG-C,1.0pr) Na piibeh rastove kivky

testovanych bakterii.
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Obr.17 Vliv MAG-Cy1.9ppryna ffist grampozitivni bakteriBacillus subtilis
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Obr.18 Vliv MAG-Cy1.9ppr)na ifist gramnegativni bakterkescherichia coli
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Vlivy koncentraci MAG-G1.oprna fist dalSich grampozitivnich i gramnegativnich bakjerzna-
zorren v grafech v filoze (RILOHA P I). Na obrazku (obr.19, 20)iheme vidt zavislost indexu
rastu na koncentraci MAG-Gorer U 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekaédze po-
zorovat zvySujici se inhibmi inek na grampozitivni bakterie se zvySujici se lemtiaci 1-
monoacylglycerolu. # koncentraci 1000 pg/ml a 1500 pg/ml je u vSedmgpozitivnich bakterii
patrny vyrazny inhiliini (inek MAG-Cy1.0er) Nejvice MAG-G1.oer) pisobil naBacillus subtilis
(obr. 20), fist této bakterie byl vyrazZrpotlaien jiz koncentraci 250 pg/ml.

Bacillus cereus
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Obr.19 Vliv MAG-Cy1.0ppr)na fist bakterieBacillus cereus
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Bacillus subtilis
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Obr.20 Vliv MAG-C,19ppr)na flist bakterieBacillus subtilis

U gramnegativnich bakterii RLOHA P ) na obrazku (obr.21, 22) je znazéma zavislost indexu
rastu bakterii na koncentraci MAG:Gopry U testovaného MAG-G.oprVSak nelze prokazat inhi-
bi¢ni inek. K podobnym vysledim dosgli i jini autoii [23, 25, 40]. Pravébodobrg je to zpiso-

beno rozdily ve stawbuniéné stny u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Escherichia coli
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Obr.21 Vliv MAG-Ci1.0ppr)na ffist bakterieEscherichia coli
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Pseudomonas aeruginosa
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Obr.22 Vliv MAG-Ci1.0prna fist bakteriePseudomonas aeruginosa

4.4.6 Antimikrobni U ¢inky 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluoroundekanwé na pevné
pudé

Do agaru s fidavkem 1-monoacylglycerolu kyseliny perfluorounaeve v éiznych koncentracich

byly naatkovany kultury plisni. Graficky je znazamma zavislost indexuistu plisni na koncentraci

MAG-Ci1.0ppr) (0br.23-26). Fib¢h ristu plisni nizeme vidt take na fotografiich viflohach
(PRILOHA P 1I-V).

U vSech druh testovany plisni bylo zji&ho, Ze se zvysSujici se koncentraci 1-monoacylgbaer

kyseliny perfluoroundekanové byl zaznamenéan sriZzag indexistu.

U plisniAlternaria alternata byl zaznamenan vyrazny inhéipii (¢inek koncentrace 1000 pg/mi
MAG-C11.0pr) Tato koncentrace vedla ke Znamu zpomaleniistu a prodlouzeni doby lag-faze.
Zatimco u kontrolni kultunA. alternatabyl zaznamenarist uz po 48 hod kultivace, na miskach
s koncentraci MAG 1000 pg/ml byly kolonie viditelaZ po 9 dnech kultivace. (ViRFLOHA P II
a obr. 23) B koncentraci 1000 pg/ml a 1500 pg/ml je od 12 paena kontaminace.
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Alternaria alternata
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Obr.23 Vliv MAG-Cy1.0prna fist plisié Alternaria alternata

Plisei Aspergillus nigerje problematicka, protoze tkiovelké mnoZzstvi spor a jen veln#zko Ize
vSechny nagkovat do jednoho vpichu. ltes kontaminaci v okoli vpi¢hna Petriho miskach Ize
fici, Ze koncentrace 1000 pg/ndiiné zpomaluje @ist. Dokonce byl €inek této koncentrace vyraz-
n&jSi nez sobeni MAG-G1.0prV NejvysSi testované koncentraci 1500 pg/ml. Pod@dko u bak-
terii i u plisni se zda, ze inhdnii (inek testovaného MAG-zoprje zavisly na koncentraci latky
v médiu (Altieri et al. [27]) a stejna latkatire pisobit stimul&né nebo inhibéng. (Viz PRILOHA

P Il a obr. 24)
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Obr.24 Vliv MAG-Cy1.oppr)na fist plisié Aspergilus niger

Mucor rasemosubyl vyrazre inhibovan jiz gi koncentraci 750 pg/ml.iPtéto koncentraci bylist

patrny jiz 6. den, ale projevy byly omezeny aOddne. (Viz RILOHA P IV a obr. 25)
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Obr.25 Vliv MAG-Cy1,9ppryna ffist plisi€ Mucor rasemosus

U Penicillium roquerfortibyl zaznamenén vyrazny inhéii (¢inek u koncentrace 1000 pg/mij-p

gemz prvni znamkyistu jsou patrné uz u 6. dne kultivace. (VRIFOHA P V a obr. 26)
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Obr.26 Vliv MAG-C1.0pr)na fist plisre Penicillium roquerforti
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ZAVER
Diplomova prace byla zaffena na vyrobu 1-monoacylglycerolu z kyseliny penfundekanove.
Tento 1-monoacylglycerol byl vyroben adici MK ngatlol nukleofilnim otevenim epoxidového

kruhu za pouziti katalyzatoru Chromium(lll) acetgtroxidu. Analyza vyrobeného produktu byla

provedena pomoci TLC a HPLC.

* Nejvyssi konverze bylo dosazeno za ted&h podminek: teplota 97,5 °C, 0,5 % hm. kataly-

zétoru, pondr reaktant 1:2. Hodnota konverze vySla 88 %.
» Po purifikaci rekrystalizaci v ethanolu byla vystédonverze na 90 %.

* Pomoci TLC a HPLC analyzy byl prokdzan vznik 1-macydglycerolu a mensiho mnoZzstvi

neidentifikovanych latek.

Vyrobeny produkt byl testovan na antimikrobni aktiwici vybranym drulim potravin#sky vy-
znamnych bakterii a plisni. Byly vybrany druhyigpbujici kazeni a sniZzenou jakost potraiin
alimentarni onemoda@ni. Testovani antimikrobnich vlastnosti 1-monoaggerolu kyseliny perflu-
oroundekanoveéiti bakteriim bylo provedeno na mikrotitirsich destikach, hodnoceny byly jako
zmeéna optické denzity suspenze Bkmpomoci programu Microplate manager. Testovasnpliylo

provedeno na Petriho miskachisdavkem tiznych koncentraci 1-monoacylglycerolu do Zivrié p
dy.

» U grampozitivnich bakterii byl pozorovan inhibi (€inek jiz od koncentrace 25 pg/ml. Vy-
razny &inek byl u koncentraci 1000 pg/ml a 1500 pg/ml.MiE 1-monoacylglycerol kyse-
liny perfluoroundekanove ¢inkoval na bakteriiBacillus subtilis(obr. 20), nejodoljSim

grampozitivnim druhem bystaphylococcus aureu$RILOHA I)
« Ucinek vyrobeného produktu na gramnegativni bakieeteyl prokazan. (RILOHA 1)

» U plisni byl zaznamenén zvysujici se intiibilinek 1-monoacylglycerolu kyseliny perflu-
oroundekanové se stoupajici koncentraci testo\akg. ILzefici, Ze vyrazné inhibiceisti

testovanych plisni Ize dosahnout pouZitim konceatf@®00 pg/ml (RILOHA Il — V).

Vzhledem ktomu, Ze byla veSkera kyselina perfluodekanova spidbovana pro vyrobu 1-
monoacylglycerolu nebylo jiZ moZno ji otestovatamimikrobni @&inky. Doporila bych v dalSim
vyzkumu podrobit te§im na antimikrobialni aktivitu samotnou kyselinu fhesroundekanovou a

porovnat ji s monoacylglycerolem kyseliny perfluonolekanové.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CCM Czech Colletction of Mircroorganismus

EFC Elektrochemicka fluorizace

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie/vysokoina kapalinova chro-
matografie

hm. hmotnostni

MAG monoacylglycerol

MK mastné kyseliny

MPB masopeptonovy bujon

oD opticka denzita

MAG-Ci1.0pr) 1-monoacylglycerol kyseliny perfluoroundekanové

Re retard&ni faktor

ssp. Subspecies neboli poddruh
TLC tenkovrstva chromatografie
uv ultrafialové zéeni

UV-VIS spektrofotometricky detektor
hm. hmotnostni

V/IO Emulze voda v oleji
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PRILOHA P I: ANTIMIKROBNI UCINKY MONOACYLGLYCEROLU KYSELINY
PERFLUOROUNDEKANOVE V BUJONU
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