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ABSTRAKT

Monoacylglyceroly pat k vyznamnym potravingdkym aditiv m s Sirokymi mo nostmi
pou iti. Tato prace se zabyva inhibimi U inky t i monoacylglycerol (1-monokaprin,
1-monolaurin, 1-monoacylglycerol kyseliny 1-adanaakiarboxylové) a jejich kombinaci
na r st kvasinek a mikromycet v podminkachvitro a v pirodnich ovocnych &vach.
Vysledky ukazuji, e 1-monokaprin je schopen poitou dobu zastavit st kvasinek.
DalSi dva monoacylglyceroly se jevi jako méa inné. Jako dnné inhibitory rstu
mikromycet se jevi op 1-monokaprin a jeho kombinace. V praktick@sti jsou

dale uvedeny a popsany kultury kvasinek a pligergkbyly izolovany z jableaého mostu.

Kli ova slova:

Monoacylglycerol, 1-monokaprin, 1-monolaurin, mooyglycerol kyseliny adamantan-

karboxylové, mikromycety, kvasinky, inhibice, ovacava.

ABSTRACT

Monoacylglyceroles are important food additiveshwitany uses. This master thesis deals
with the inhibitory effects of three monoacylglyokr (1-monocaprin, 1-monolaurin,
1-monoacylglycerol of 1-adamantanecarboxylic aail) their combinations on the growth
of yeasts and filamentous fungi vitro and in natural fruit juices. The results showedt th
the most efficient is 1-monocaprin, which is capabf inhibiting the growth of yeasts
in unpasteurized fruit juice. Two other monoacytglfols seem to be less efficient.
Regarding the activity against filamentous fungim@nocaprin alone or combined with
other monoacylglycerols seems to be a potent ¢growhibitor. The practical part

of master thesis also includes characterizatioyeatts and molds isolated from fruit juice.

Keywords:

Monoacylglycerols, 1-monocaprin, 1-monolaurin, macyglycerol of adamantanecarbox-

ylic acid, filamentous fungi, yeasts, inhibitionyit juice.
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UvoD

Ji v obdobi pravku se primitivni lidé snaili prodlou it trvanlivos potravin, napgklad
susenim nejizn jSich plod, i ukladanim potravy v chladnych jeskynich s cileytva it

si zdsoby na ménp iznivé asy. V dnesni dobse ji nemusime spoléhat jen na suSeni,
i chlad. ZvySeni udr nosti potravin ip zachovani organoleptickych a biologickych
vlastnosti jako u erstvé potraviny se stalo prioritou vet$in potravinaskych podnik.
Bylo vyvinuto nepeberné mno stvi dnnych konzervanich metod. Ty lze rozdit

do ti hlavnich kategorii: metody fyzikélni, biologickéchemické. Prvni dvkategorie jsou
spotebiteli v tSinou kladn p ijimany, k chemickym metodam se ale spbttelé stavi

v dnesni dob pon kud rozpait a davaji pednost vyrobkm konzervovanym jinymi

Zp soby.

Monoacylglyceroly jsou latky jrodniho charakteru, jsou meziproduktem metabolizmu
tuk a jejich vyskyt je bny i v ivo iSnych produktech, naiklad v mléce. Jsou tedy
pova ovany za bezp@&é, pln kompatibilni s lidskym tlem, bez negativnich ink

na lidsky organizmus. Vlivu thto latek na rst a mno eni mikroorganizmbyla v novana
ada studii a schopnost kierych monoacylglycerol potlait r st bakterii, kvasinek

i vlaknitych hub byla prokazana v podminkd&nhvitro. Inhibi ni U inky monoacylglyce-

rol v reélnych podminkéch konkrétnich potravin vigkmedostaten zdokumentovany,

p esto e jejich vyuiti v potravinach pro potlani r stu ne adoucich mikroorganizm

je vzhledem k grodnimu charakteru slibné.

Tato prace se zabyva monoacylglyceroly jako to loiory r stu kvasinek a mikroskopic-
kych vldknitych hub (mikromycet) v podnim nepasterovaném jabh&m mostu.
Vyhodou pou iti monoacylglycerolv p irodnich ovocnych @véach je zejména zachovani
nutri ni hodnoty a cennych biologicky aktivnich lateleré se p tepelné Uprav pasteraci

mohou znehodnotit.

Cilem této prace je nalézt monoacylglycerolyjejich kombinace vhodné pro aplikaci
v ovocnych Savach a zhodnotit potenciakchto latek pro prodlou eni Udr nosti ovocnych

S av.
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1 OVOCEAOVOCNES Avy

1.1 Chemické slo eni ovoce

Ovoce obsahuje mnoho cennych latek glych pro udr eni zdravi lidského organizmu.
P edevSim jde o vitaminy (vitamin C, vitaminy skupBia prekurzory vitaminu A - karo-
teny). Také je bohaté na celuldézu, kterd pomahéowalr spravnou funkci za ivaciho

astroji.

Nejv tSi podil tvoi voda, jeji obsah se pohybuje v rozmezi 70 - 95J%.nezbytna
p i biochemickych reakcich v bach a tkanich. Hlavni energetickou slo kou ovosay
sacharidy. Nejvice jsou zastoupeny monosacharidkdga, fruktéza) a disacharid sacha-
ré6za, dozravanim se obsah sachadgtySuje. Z polysacharidje nejvice obsa en Skrob
a vlaknina (celuloza, hemiceluloza, pektin, ligniBjlkoviny a lipidy jsou v ovoci obsa e-

ny jen ve velmi malém mno stvi [1].

Z kyselin lze jmenovat kyselinu citronovou, jableu a vinnou. Z ostatnich kyselin
je vyznamna kyselina askorbova. \kterém ovoci lze nalézt kyselinu sorbovou &gny)

a kyselinu benzoovou (borky), ne adouci je kyselina oxalova [2].

Nelze opomenouisloviny, které jsou li obsa eny v menSim mno stlddavaji ovoci chu-

ovou vyraznost, ale ve t8im mno stvi p sobi sviravou chu(je abiny, plané trnky) [3].

Charakteristické zabarveni ovoce je dano obsahestlimoych barviv, pedevSim
antokyan, flavonoid , karotenoid a chlorofylu. Z aromatickych latek jsou toepevsim
estery mastnych kyselin, aldehydy, ketony, alkohtdypenové latky. Ovoce obsahuje také
velké mno stvi enzym, pati sem zejména enzymy oxidd (L-askorbaza, peroxidaza,
fenoloxidaza a dalsi), které v ovoci katalyzujidaini a redukni d je a enzymy pektoly-
tické [4].

1.2 Druhy ovoce vyu ivané pro vyrobu, most, $ av, d us , atd.

Pro vyrobu most se nejastji pou ivaji: jablka, hrusky, hrozny, rybiz, Svegtkt eSn,

viSn , d inky. Pi vyb ru ovoce hraje de itou roli jeho zralost, je dle ity pom r sachari-
d a kyselin, jeliko z nezralého ovoce ziskavame mu$ibé chuti, kde to z gzralych
plod naopak most mdlé chuti. Takté je vyhodnéyyrob smisit dohromady vice druh

ovoce (nap visSn a tesn, jablka a hrusky, atd.), abychom ziskali idealafosinu
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s vyva enym podilem kyselin. Ppouiti mén kyselé suroviny je vhodné igyseleni
nap. kyselinou citronovou. Pro vyrobud&y se nejastji pou ivaji jablka, jahody, maliny,

ostru iny, dinky, rybiz, tesn, viSn [4, 5, 6].

1.2.1 Jable ny most

Jablka jsou nepstjSi surovinou pro vyrobu most Maji harmonicky ponr sacharid

a kyselin, proto neni nutné ziskany mosslpzovat, aniedit vodou pro sni eni kyselosti.
Na pipravu mostu vybirame jablka zrala, tj.esnajicimi jadry. Jablka nezrala nebegh
asn spadana davaji mosty kyselé, malo sladkékayntrpké. Naopak jablka pzrald maji

nizkou vyt nost a most z nich je mdly, malo kysely. Nedopasje se zpracovavat shnilé,

zaschlé nebo napadmalé plody [3, 5, 7].

1.2.2 HruSkovy most

Most z odrd hruSek pstovanych u nas byva tinou malo kysely, proto se zda sladky
a mdly. Z tohoto dvodu se samostatny hruskovy most vyrabi spiSe vzdaoporu uje
se michat hrusky s jablky v pora 3 : 1. Lze také k hruSkamigat malé mno stvi zralych

planych hruSek a most tim ziskdj@mn natrpklou, tislovinovou chu [3, 5, 7].

1.2.3 Vi§ ovy most

Pati k t m nejchutnjSim, je ale nutné upravit pomsacharid a kyselin. Nejlépe scelenim
s teS ovym mostem z tmavychdSni v pomru 1 : 1, neboed nim vodou na 1 | &vy
0,5a 1lvodya0,12 a 0,25 kg cukru [3, 5, 7].

1.2.4 T eS$ ovy most

Samostatny €S ovy most je vyhovujici jakosti pouze vipad, pokud je vyroben
z tmavych odrd teSni a je-li chuwov upraven z dvodu bezvyrazné chuti. Kyselost

je zvySovana pdavkem 1 a 4 g kyseliny citronové na 1 B8y [3, 5, 7].

1.2.5 Rybizovy most

Velmi oblibeny je mosSt zerveného rybizu, ktery je vyrab z pln vyzralého ovoce.
Po vylisovani obsahujeiplin 2 % kyselin, proto seadi na cca 1,2 % kyseliniganim
la 1,21vodya0,25a 0,35 kg cukru na 1 asy.
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Most z erného rybizu se vyrabi byako jednodruhovy, nebo vznych pomrech s bilym
a ervenym rybizem. Most zrného rybizu se slazuje a edi nejvice, na 1 | avy
se pidava 0,25 a 0,40 kg cukrua 1l a 1,6 | vody [3,73.

1.2.6 Svestkovy most

Je jemny a aromaticky napoj. Vyrabi se vyluhovarmimlych nebo pezralych Svestek
parou nebo lisovanim za teplai Rsovani za studena je nizk4 vytost a ziskany most

je nevyrazné chuti a barvy [3, 5, 7].

1.2.7 Bor vkovy most

Most plné barvy a pikantni chuti p@rstvém ovoci. Musi byt vyrah pouze z erstvych
plod , jinak je nahdklé chuti. Pro ziskani intenzivj$i barvy je dobré jej lisovat zatepla.
Ziskana Sava se upravuje fdavkem 0,1 a 0,2 | vody a 0,15 a 0,30 kg cukauhl Savy
[3,5, 7].

1.2.8 Révové mosty

Vinny most ma ponrn vysoky obsah sacharidv pr m ru 18 %) a gm ené mno stvi
kyselin. Ma vynikajici chui v ni. Modré odrdy davaji most intenzivni barvy, proto
je mo né je misit s bilymi odidami v pomru 1 : 1 bez obav, e by ziskany most byilig

sv tly. Vhodné je i michani barevného mostu s jafjen mostem [3, 5, 7].

1.2.9 Malinovy most

Ma intenzivni v ni, samostatn se vtSinou nevyrabi. Je vybornou aromatizujici slo kou
pi vyrob jinych most, zejména rybizovych. Je ipravovan lisovanim za tepla,
za studena i vyluhovanim horkou parou. Ziskarév& se upravuje flavkem 0,7 | vody
a 0,15 kg cukru na 1 | &vy [3, 5, 7].

1.2.10 Ostru inovy most

Aromaticky, vyrazné chuti a barvy. Narozdil od maje nutné plody d lisovanim
rozdrtit, ziskana &va seedi 0,2 a 0,51 vody a pava se 60 a 100 g cukruna 11 [3, 5,
7].
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1.2.11 AngreStovy most

Ma harmonickou chy ale mén vyraznou vni. Je vhodny ke sceleni s rybizovym mosStem.
Pro vyrobu jednodruhového mostu je dobré pou itlévodr dy, jeliko z ervenoplodych
odr d se ziskava nevzhledmar ov ly odstin moStu. Vylisovana §va seedi 0,5a 11

vody a pidavase 0,1 a 0,3kgcukrunall [3,5, 7].

1.2.12 Bezinkovy most

Nej ast i se pipravuje jako barevna slo ka do jinych mosBobulky se drti a poté lisuji
zatepla. Pro pmou spotebu most upravujeme ipdavkem 0,5 | vody, 0,15 kg cukru
a5 —8g kyseliny citronové na 1 &y [3, 5, 7].

1.2.13 Jahodovy most

P ipravujeme jej z vyzralych jahod, tak ziskame artichkg napoj, ktery je porkud meén
chu ov vyrazny, proto jej upravime folavkem 2 g kyseliny citronové a 0,1 a 0,15 kg
cukru na 1 1[5].

1.3 Vyroba a zp sob konzervace

Mosty jsou pirodni ovocné &vy konzervované ve t8in pipad pouze pasteraci
bez chemickych konzervaich latek. Jsou oswijici, levné a chutné. Bpravuji se z mén

hodnotného nebo padaného ovoce, které rychle pbdidze a nelze jej skladovat.

Most Ize vyrobit prakticky z jakéhokoliv ovoce. Tma byt erstvé, nikoliv nahnilé
nebo plesnivé. Obsah cukra kyselost jsou poté upraveny mirnymednim vodou

a pislazenim, poppad p idavkem kyseliny citronové [2, 4, 6].

P ehled hlavnich zpsob ziskavani most z r znych druh ovoce, viz tabulka v oze
L1 [7].

1.3.1 Ziskavani S avy
Ovoce po vyprani je zbavenaapin a stopek, které by mohly négmiv ovlivnit chu
vysledného produktu, rozdrceno a ihned lisovano.

Ovoce je drceno rkolika zp soby:

- jablka a hrusky jsou drceny na specialnich elekgah drti ich na ovoce



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 71

- bobulové a peckové ovoce je drceno a zaroNsovano na specialnich mlyncich,

nebo na lisovacich odstlivkach.
S ava z drt je lisovana zatepla nebo zastudena:

- u svtlého ovoce (jablka, hrusky, meky, broskve, atd.) lisujeme zejména zastudena

na koSovych, plachetkovych, nebo namigh Sroubovych lisech,
- barevné druhy lisujeme t8inou zatepla, tim ziskame vice barviva ze slupek
a také vice avy [1, 2, 6, 8.

Vylisovand Sava obsahuje velké mno stvi kal které lze v moStu ponechat, nebo

je odstranit filtraci, asto se pou ivai eni (tzv. tanino- elatinovéi eni) [2, 4].

1.3.2 Pasterace mostu

Vy iSt ny a pefiltrovany mosSt obsahuje velké mno stvi bakteikivasinek a plisni.

Z tohoto d vodu je nezbytna pasterace, aby se mo&iadovani nekazil a nekvasil [2].

Je mo né také pdavat chemickd konzervai inidla, jako jsou benzoany a sorbaty.
Jeliko v souvislosti s tmito latkami panuje uitd averze, zabyva se tato prace jinymi
mo nostmi jak pomoci chemickych latek (monoacylgya ) prodlou it trvanlivost ovoc-

nych §av a most (vice dale v praktickéasti této prace).



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 81

2 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly, nkdy také uvadny jako monoglyceridy (MAG) pat spolen

s diacylglyceroly (DAG) mezi parcialni estery tiygjseho alkoholu glycerolu s vySSimi
mastnymi kyselinami (MK). adi se do skupiny lipid MAG vznikaji substituci vodiku
jedné hydroxylové skupiny zbytkem mastné kyseliagylem). Navazany zbytek mastné
kyseliny do znané miry uruje vlastnosti tchto latek. MAG se vyskytuji ve dvou izomer-
nich formach jako 1-monoacylglyceroly nebo jako @rmacylglyceroly. R acylaci dalSich
hydroxylovych skupin vznikaji ji zmimé diacylglyceroly (DAG) a triacylglyceroly
(TAG). MAG vykazuji povrchovou aktivitu (neionickénzidy) a hojn se pou ivaji jako
potravindské emulgétory. MAG jsou takéimzenou souasti jedlych tuk a olej. Jsou
dob e rozpustné v polarnich rozpoudiech (etanol, isopropanol, atd.), B se rozpousji

v nepolarnich rozpoudllech (aceton, atd.) [9, 10, 11, 12].

2.1 Vyroba monoacylglycerol
V sou asné dob existuje nkolik mo nosti jak Ize monoacylglyceroly ipravit:

interesterifikace

acidolyza
alkoholyza (glycerolyza)

transesterifikace estewySSich MK s glycerolem

esterifikace MK s glycerolem

hydrolyza TAG

adice MK na glycidol nukleofilnim otegnim epoxidového kruhu [12]

V této praci byly monoacylglyceroly vyrobeny z glyolu a mastnych kyselin za katalyzy

chromium (lll) acetat hydroxidu podle postupu, itee své studii uvadi Jangt al.[13].

2.2 Aplikace monoacylglycerol

Monoacylglyceroly se uplatji zejména p vyrob margarin a mra enych smetanovych
krém , kde se vyuiva jejich pomn dobrych emulganich vlastnosti. V pekarenské

vyrob se MAG pouivaji zejména diky schopnosti interagows proteiny mouky



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 91

a tim zlepSovat konzistenci kynutychst. P sobi vtSi nakynuti tsta, zvySeni odolnosti
t sta v i mechanickému Soku a v neposledadl prodlu uji dobu erstvosti hotového

pe iva [9].

Vyhodou t chto latek je jejich biodegradabilita a zarowe, e nemaiji iritujici dinky v i
poko ce a sliznicim. Proto nachazeji Siroké uplaintaké v jinych oborech, ndglad
ve farmaceutickém pmyslu, v zubnim lékatvi a v kosmetice [11]. V soasnhosti jsou
monoacylglyceroly produkovany ve zm&m mno stvi, celoswova produkce gdstavuje

piblin 200 000 tun za roKL3].

2.2.1 Antimikrobni 0 inky monoacylglycerol

V nedavné dob bylo zjist no, e monoacylglyceroly maji inhibni U inky na r st ady
bakterii, kvasineki plisni a takté jsou schopny inaktivovatkteré viry. Antimikrobialni
aktivita mastnych kyselin a monoacylglycergke odviji od délky jejich uhlikovéhet zce

a po tu dvojnych vazeb [9].

K p sobeni monoacylglyceroljsou citlivé pedevSim bakterie s bumou stnou grampo-
zitivniho typu [14, 13. Antibakterialnimi Ginky monoacylglycerol na gramnegativni
bakterie se zabyvali napAltieri et al [16], ktei uvadi e r stY. enterocoliticaa E. coli,

byl pi koncentracimonolaurinu 50 ppm z vice jak 90 % inhibovan po w@6 hodin.

Slibné jsou i tinky n kterych MAG naHelicobacter pylori17].

R stem kvasinek v jtomnosti monoacylglycerol se zabyvali najklad R i ka et al.

[14]. Minimalni inhibi ni koncentrace MAG k. kaprinové se u testovanyciskwek rodu
Saccharomyces, Candida, Zygosaccharomyxesureobasidiumpohybovala v rozmezi
150 - 200 pg/ml. U kvasineBaccharomyces cerevisia€andida albicandyla prokazana

aplna inhibice rstu pi pou iti MAG k. undecenové v koncentraci 250 pug/fi8].

Pokud jde o vliv MAG na rst plisni, byla publikovdna celada studii. Napklad
Altieri et al [19] se zabyval inhibici stu plisn Fusariumsp. pomoci MAG k. laurové
a myristové. Ve své praci uvadi, e koncentracepptn MAG k. laurové je dostatea
pro kompletni inhibici rstu plisn Fusarium avenaceum in vitr& MAG k laurové nebyly
zjist ny dostatené inhibi ni vlastnosti ani p koncentraci 50 ppm. Také u MAG s lichym
po tem uhlik (MAG k. undekanové a undecenove) byla prokazamapmsuwost zastavit

i zpomalit r st mikromycet. Kompletni inhibice stu plisni rodlAlternaria, Cladospori-
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um a Trichotheciumbylo dosaeno p aplikaci MAG k. undecenové v koncentraci
500 - 1000 pg/ml [18].

Bu kovaet al [20] se zabyvala studiem inhilich Gink MAG k. kaprylove, kaprinové
a laurové na plisnin vitro a aplikaci roztokt chto MAG na chléb za @&lem prodlou eni
doby pou itelnosti. Ve studii uvadi, e st plisni in vitro byl nejvice inhibovan
monoacylglyceroly mastnych kyselin s kratkyrat zcem (k. kaprylova, k kaprinova),
MAG k. laurové byl mén U inny. Autoi dale zjistili, e aplikace roztok obou testova-
nych MAG na povrch péva brani rstu mikromycet po dobu nejmérdvou tydn.
Mo nostem vyu iti monoacylglycerol pro prodlou eni Udr nosti potravin se muji i dalSi
studie. Bautisteet al. [21] pou il MAG k. laurové k prodlou eni udr nostu pirodnich
syr . Ve své praci uvadi, e monoacylglycerol prodibwobu skladovatelnosti o 35 %.
N které monoacylgyceroly inhibuji ne &douci mikroongamy také v mléce a mléych

vyrobcich, i v mletém hovzim mase [22, 23].

Skute nost, e MAG maji urité antimikrobni Uinky vyznamn rozsiila mo nosti jejich
vyu iti i mimo potravinastvi. Napiklad v medicin jsou vyu ivany k vyrob transportnich
systém pro vstebavani léiv nebo posiluji tinek n kterych antibiotik. Bergssoet al.
se ve svych studiich [24, 25] zabyvali vivem MAG p vodce sexualn p enosnych
nemociChlamydia trachomatia Neisseria gonorrhoead\uto i dosp li k zav ru, e MAG
by mohly byt pou ity jako uinné latky, které by psobily jako prevence chorobnbito

mikroorganizmy zpsobenymi.

Kristmundsdottiret al publikoval studii [26], ve které zjisval vliv MAG k kaprinove
a laurové naHerpes simplex virusBylo zjistno, e MAG k. kaprinové dokée
v koncentraci 20 mmol.dfh sniit aktivitu tohoto viru vice ne statisicinaso .
MAG k. laurové byl proti tomuto viru neinny. Na tuto praci studii navazal Hillmarsson

et al, ktery se zabyval studiem antivirotickychink MAG v prostedi s nizkym pH [27].

Inhibi ni U inky MAG zejména v i patogennim kvasinkam a plisnim by mohly byt vyu i
ty i v textilnim a obuvnickém pmyslu, kde by monoacylglyceroly slou ily jako hlavn
komponenta antimikrobialnich vlo ek do od a stélek do obuvi [9]. Bergssaat al.
zjistil, e MAG kyseliny kaprinové je Unny proti kvasinceCandida albicansp vodci

ko nich onemocnni [28].
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2.2.2 Mechanismus inhibi niho U inku monoacylglycerol na kvasinky a plisn.

Mechanismus psobeni monoacylglycerolneni dosud zcela znamy. Inhibi G inek
je pisuzovan mastnym kyselindm, které maji spolu semsvgstery (na rozdil
od antibiotik) nkolik nespecifickych mechanismi inku. Mastn& kyselina a jeji derivaty
pronikaji do cytoplazmatické membrany aspbi jeji deformaci, tim je poruSena jeji
semipermeabilita. Druh& z hypotéz tvrdi, e maskyseliny pronikaji dovnit bun k

a p sobi jejich okyseleni. Sni eni pH poté ra vést k inaktivaci enzym|[9].
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3 KVASINKY

Kvasinky jsou mikroorganizmy, kterdov ka provéazi u od staroku. lov k je vyu ival

k p iprav potravin dive, n jejich p itomnost tusil a cokoliv o nich d |. Jsou azeny
mezi eukaryotické organizmy. Na jejich povrchu sach@ézi silna bunna stna,
pod ni je cytoplazmaticka membrana. V cytoplazkvasinek se nachazi organely
typické pro eukaryotickou bku jako je jadro, mitochondrie, endoplazmatickékrgétim,
vakuoly a Golgiho aparat. Krommembranovych utvarlze v cytoplazm nalézt takeé

z etelna zrna zasobnich latek, rafad volutinu, glykogenu nebo lipid(Rhodotorula
spp) [29].

Morfologie kvasinek souvisi s jejich zpobem rozmno ovéni. Negstji je tvar bunk
elipsoidni, vejity, kulovity, protahly, valcovity, citronovity neb trojuhelnikovity.
U n kterych rod se vykytuji krom jednotlivych bunk také zaSkrcovand vladkna
z podlouhlych burk (pseudomycelium), nebo vldkna se stejnynnprem po celé délce

rozd lené pehradkami (mycelium) [29].

3.1 Rozmno ovani kvasinek

3.1.1 Vegetativni rozmno ovani

Kvasinky se mohou rozmno ovat penim, nebo p nym dlenim. Ve vtSin pipad
se puici bu ka od mateské buky ihned oddluje, nebo mohou =tat spojeny a tvo tak

tzv. bun né svazky.

P i né dleni se u kvasinek vyskytuje méfmap. u roduSchizosaccharomycdedMate ska
bu ka se prodlu uje rstem na polech a poté se vytivp epa ka, diky které vzniknou dv
dceiné bu ky [30].

3.1.2 Pohlavni rozmno ovani

Pohlavni rozmono ovani kvasinek Ize definovat jagpeajeni dvou haploidnich bun
(tzv. konjugace) a spajeni jejich jader (tzv. kaymie) za vzniku diploidni biky
— zygoty. Poté nasleduje reduk dleni (mei6za) diploidniho jadra za vznikuy

haploidnich jader, ktera tviozaklad pro tvorbu pohlavnich spor, nebo dédhlSi mitézou

za vzniku spor [30].
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3.2 Kvasinky na ovoci a v ovocnhych vach

Nejv t8i mno stvi kvasinek se vyskytuje na povrchu ovdee je ale nalézt i na suchych
sko apkovych plodech. Kvasinky zkvaSuji sacharidy obsa v ovocnych &vach

na alkohol, eho se vyu iva pi vyrob vina a rznych destilat.
V nasich zempisnych podminkach se na ovoci vyskytuggevsim tyto rody:

a) sporotvorné: Saccharomyces, Torulaspora, Hansenula, Pichia, Dglmayces,

Saccharomycodes
b) nesporotvornéloeckera, Candida, Torulopsis

Nejhojn jSim druhem na ovoci j&accharomyces cerevisjadruhym nejrozsen jSim
zastupcem j&loeckera apiculataDéle Ize jmenovat napSaccharomyces oviformfktera
snasi koncentraci alkoholu a 16 %),idka se vyskytujeSaccharomyces uvarum
Z nesporulujicich druhse asto vyskytuje anamorfni formdetschnikowia pulcherrima
(Candida pulcherrimp[31, 32].

3.3 Vyskyt kvasinek na druhotnych stanovistich

Mezi druhotnd stanovisStvyskytu kvasinek pat zejména zdzeni provoz mostaren,
vina skych provoz, apod. Nejvice se zde vyskytuji zastupci rgdchazejici z prodnich
stanovis, popipad i jiné rody, jako nap Rhodotorulaspp, Sporobolomycespp, atd.
Saccharomyces cerevisiago i trvalou mikrofloru zaizeni zévod vyrdb jicich vino
a mosty. Nkteré jiné sacharomycety zgobuji biologické zakaly vin, zejména
pak S. oviformis ervené kvasinkyRhodotorula Sporobolomycesale takéTorulopsis

jsou b nou mikroflérou ve sklepech, cisternach a na dalzaizeni [31, 32].
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4 MIKROSKOPICKE HOUBY (MIKROMYCETY)

Jako mikroskopické vlaknité houby (mikromycety)plisn oznaujeme mnohobunné
eukaryotické mikroorganizmy vytwgjici jemné vilaknité povlaky (mycelium) naznych

substratech. Jsoazeny mezi houbyRungi) [30, 33].

V pirod se plisn a houby Gastni rozkladnych innosti pi tvorb humusu a velké
mno stvi jich ije v symbidze s kaeny vysSich rostlin. Na druhou stranu se @ pnachazi
i velké mno stvi parazitickych a patogennich pljskieré zde pe ivaji ve form spor
i v saprofytické fazi ivotniho cyklu. Takovéto phi mohou infikovat ivé rostlinné
I ivo iSné organizmy. V jinych jppadech se mohou mé saprofytické druhy stat va nymi
8k dci, ktei znehodnocuji skladované plodinyerstvé i konzervované potraviny.
Znehodnoceni potravin je zpobeno jednak produkci mykotoxira také enzymatickymi

pochody, pi kterych jsou Stpeny sacharidické, bilkovinné i lipidické slo ky kvalita
t chto produkt je zhorSena [33].

Naopak v nkterych pr myslovych odvtvich jsou plisn hojn vyu ivany:

a) v potravindstvi pi vyrob syr a fermentovanych salam (Penicillium

camemberti, P. roqueforti, P. nalgiovehse

b) v chemickém pmyslu k syntéze organickych kyselidgpergillus nigey,
vitamin , hormon, stimulétor r stu rostlin Fusariumspp.),

c) ve farmaceutickém pmyslu k vyrob antibiotik Penicillium chrysogenum,
P. notatun), atd.,

d) saprofytické mikromycety jsou schopny@t organické latky v odpadnich

vodéach a tim mohou gpivat k jejich ist ni [33].

4.1 Taxonomie mikromycet

Taxonomické rozdeni mikromycet bylo v minulosti astokrat pozm ovano

a i v souasné dob je dale zpracovavano v ramci projektu Assemblimg Fungal Tree
of Life (AFTOL) [34]. Déle je uvedeno rozkkni podle pitomnosti a typu pohlavniho
rozmno ovani, na zakladkterého Ize nejde it jSi plisn zaadit do tchto taxonomic-

kych jednotek:
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1. T ida Zygomycetegplisn pravé, houby spajivé) je charakteristicka jednobun
nym, nesegmentovanym myceliem, pohlavnim rozmnméwapomoci zygospor

a nepohlavnim rozmno ovanim endosporami.

2. T ida Ascomyceteghouby veckaté) se segmentovanym myceliem, pohlavnim
rozmno ovanim askosporami  vytvenymi v asku a  nepohlavnim

rozmno ovanim za pomoci exospor.

3. Nesystematickd und skupina Deuteromycetes (Fungi imperfecti houby
nedokonalé) se segmentovanym myceliem, ale poumpaehlavnim zpsobem

rozmno ovani tvorbou exospor [30, 33, 35].

4.2 Morfologie mikromycet

Stélka plisni je tveena vlaknitymi hyfami, které vytvamycelium. Vyvojov dokonalejSi
houby tidy Ascomycetegmaji hyfy segmentované,asté je rozdeni hyf na jedno
nebo vicejaderné Useky. U zastuptidy Zygomycetesse segmentace vyskytuje jen

u starSich hyf a slou i k odteni reproduknich organ [30].

Hyfy jsou vtSinou vtvené, nebo dochazi kjejich stani postrannimi vybky
za tvorby anastomoz. Diky anastomézam si mohouesimiishyfy vym ovat haploidni
jadra a dochazi také k lepSimu transportu ivintopfazmy a organel v myceliu. Hyfy
rostou pouze na svém vrcholu (apikalrsty, jejich tlouSka je nkolik mikrometr , délka

usek mezi jednotlivymi pehradkami dosahuje desitky a stovky mikromg80].

Tvrdy polokulovity Gtvar tvoeny hustou spleti hyf se nazyvé sklerocium. To mi&irvou
tmavou barvu, rkolika milimetrovy prm r a je odolné v i nepiznivym podminkam.
Nachazime jej \uSinou u druh, které netvd pohlavni ani vegetativni spory. Ko ovita
sple hyf se nazyva stroma a nalézame lasto u plisni parazitujicich na ovoci

a rostlinném materiélu [35].

V kadé buce je jedno (monokaryotické mycelium), dydikaryotické mycelium)
nebo vice (heterokaryotické mycelium) jader, ktm@u haploidni povahy. Cytoplazma
bun k je podobného slo eni jako u kvasinek, stim réadi e u plisni jsou hlavni
rezervni latkou lipidy, které tvd v bu kach kapénky o zné velikosti viditelné
i pod svtelnym mikroskopem. Déle jsou pozorovatelna i glanolutinu (polyfosfat)

a glykogenu. Vzacnje v bu kach mikromycet nachazen Skrob. Bilkoviny se v ghigm
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t le vyskytuji v omezeném mno stvi. Dale Ize wkterych druh nalézt latky antibiotické

povahy Penicillium), alkaloidy Clavicep$, steroidy a terpeny [30, 35].

Bun na stna se sklada zejména z polysacharide tvoena pedevsim chitinem
(polysacharid tveeny N-acetylgluk6zaminem) a chitézanem (deacetylgvahitin),
dale jsou ptomny také glukany, manany a polysacharidy slo engalaktézaminu
nebo z 6-deoxyhex6z, hlavn zfukdézy (6-deoxy-L-galaktéza) a zramndzy
(6-deoxy-L-mansza). asto je obsa ena také celul6za a latky podobnénigrkteré zvySu-
ji pevnost bun né stny. Krom polysacharid obsahuje bunna stna plisni také bilkovi-
ny a velké mno stvi lipid. Krom neutralnich lipid jsou obsa eny také vosky, které

odpovidaji za obecrvelmi Spatnou smé& ost vegetativnich i sporonosnych hyf [35].

Sporonosnéasti mycelia maji MSinou napadné zabarveni, jeliko sy konidii obsahuji
r zna barviva. Tvorba thto latek je dana geneticky. Ne$t ji je tvo eno barvivo zelené
a modrozelené (u rod Penicillium, Aspergillug, dale se vyskytuje bé ové, hae
a erné zabarveni (rodAspergillug, r ové zabarveni Trichotheciumy atd. Stny
endospor a blana sporangia u zygomycet obsahi$jnou hndo erné barvivo melanoidni
povahy, je chrani spory pd nepiznivymi vlivy ultrafialového zé&ni. Stny vegetativnich
hyf jsou vtSinou bez pigmentace. Pouze ukterych eledi tidy Deuteromycetes
lze nalézt v hyfach zelenerné barvivo, které ma rovn ochrannou funkci ped
UV zaenim [35].

4.3 Rozmno ovani mikromycet

Plisn se mohou rozmno ovat burozr stanim hyf nebo pomoci spor. Spory mohou

vznikat nepohlavn(vegetativni spory) nebo spéjenim (pohlavni sp8¥y) 36].

4.3.1 Vegetativni rozmno ovani

Vegetativni spory jsou tveny bu na vegetativnich hyfach, nebo na specialnich ifiukt
ka nich organech. Spory tvené uvnit t chto organ se nazyvaji endospory a spory

tvo ené vn t chto organ se nazyvaji exospory.

Endospory (sporangiospory) vznikaji ve specialnigtvarech zvanych sporangia.
Ty mohou mit bu kulovity nebo hruSkovity tvar. ast sporangioforu, kterd zasahuje

do sporangia, se nazyva kolumela. Tvar kolumelyepinim ze znak podle kterych
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Ize plisn ur ovat. Sporangia se u potraviely vyznamnych plisni vyskytuji pouze idy

ZygomycetesSporangiospory maji ¥§inou vice jader.

Exospory mohou mit zné tvary od kulovitych, elipsoidnich, valcovityahpo srpkovité

i spirdlovit stoené. Mohou byt jednobumné (mikrokonidie) nebo vicebumé
(tzv. makrokonidie). Mohou vznikat znymi zp soby, nap rozpadem vlakna na jednotli-
vé bu ky (oidie, artrospory), pwenim (blastospory) nebo tvorbou fialospor. Fialagpo
vznikaji ze specialnich lahvovitych utvartzv. fialid a vyskytuji se najklad u rod
Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces, Phialophofaichoderma, Verticillium a Stachy-
botrys[35].

4.3.2 Pohlavni rozmno ovani

Mezi pohlavni spory patoospory, zygospory, askospory a bazidiospory.ik&gnsplynu-
tim jader pohlavnich buk, tj. gamet tvoicich se v gametangiich. Proces splyvani
se nazyva gametogamie. RozliSujeme homothalickggsrasplyvani jader, kdy splyvaji
pohlavn odliSné gamety na jednom jedinci a heterothaljoigces, kdy splyvaji pohlavn
odliSné gamety na dvou znych jedincich. Sanh gamety jsou antheridia s pohlavnimi

bu kami spermatozoidy, saniigamety jsou oogonia s oosférami [36, 37].

4.4 Plisn na ovoci a v ovocnych &vach

Vtomto pehledu jsou uvedeny plisn které se mohou podilet na kaeni ovoce
a ovocnych &v. Nebylo snahou popsat vSechny druhy, jeliko tyylo nad ramec této

prace, byly vybrany pouze druhy nejvyznagsh

4.4.1 T ida: Zygomycetes
ad:Mucorales

Zastupci tohoto adu jsou nejznangi b n  se vyskytujici plisn Tvoi idké vatovité
nebo plstnaté porosty vzdusného mycelia, které j@inou svtle zabarvené, mén
pak tmav Sedé i hn dé. asto obsazuji substrat jako prvni mikroskopické byou
Mycelium roste velmi rychle a brzy sporuluje. Jejiblavnim rezervoarem je ¢a,

kde psobi jako saprofyti, dale se vyskytuji na rostlicimy i ivo iSnych zbytcich,
na pezralém ovoci, skladovanych potravinachtrusu zviat. Patogennich drulje mén

[33].
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Do &du Mucorales pati 14 eledi: Mucoraceae, Gibertellaceae, Dicranophoraceae,
Saskenaeaceae, Phycomycetaceae, AbsidiaceaegiMbhaiteae, Pilobolaceae, Choane-
phoraceae, Thamnidiaceae, Cunninghamellaceae, Myhateae, Syncephalastraceae

a Sigmoideomycetace{#8].

44.1.1 ele : Mucoraceae

ele Mucoraceaep edstavuje jednu z nejtSich co do pdu zastupc, jsou zde zastou-
peny rodyMucor, Actinomucor, Rhizomucor, Parasitella, Zygerthusa Circinomucor,
Thamnidiumatd. [38].

Rod: Mucor

Zahrnuje pes 100 druh, které se vyskytuji ha znych potravinach, napna chlebu, masle,
mase, ovoci, zelenin Tvoi vldknity, v tSinou blavy porost s kulovitymi nahmllymi

sporangii, jejich kolumela ma gné tvary [33].
Mezi druhy vyznamné z hlediska ka eni ovoce a oyobrs av Ize zaadit tyto:

Mucor circinelloides M. fragilis, M. hiemalis M. mucedo, M. racemosisyn. M. dimor-
phosporuy M. fuscus (syn. M. petrinsularig, M. plumbeus, M. piriformis

(syn.M. wosnessenskij38, 39, 40]

Ostatni druhy zelediMucoraceaepodilejici se na ka eni ovoce a ovocnych\s

Actinomucor elegansRhizomucor pusillus, Thamnidium elegg@sjména p chladiren-
skych teplotach) [39, 40].

44.1.2 ele : Absidiaceae

ele Absidiaceaepati k nejvtSim v celéem adu. Byla vymezena pro deset rpd
které byly pvodn azeny do eledi Mucoraceae proto e tvoi apofyzatni sporangia.
Jsou zde zastoupeny druhy rddhizopus termofilni Thermomucor, Citrinellaa Absidia.
N které druhy jsou prolov ka patogenni (napAbsidia corymbiferg na ovoci lze nalézt

Absidia ramosdsyn.Mycocladus ramosy$38].

Rod:Rhizopus

V pirod hojn rozSieny, vyskytuje se v @ , na hnijicich substratech, gobi zejména

ka eni ovoce, kde zsobuje hnilobu. Nkteré druhy rozkladaji pektiny a mohou vyt
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mykotoxiny. Od roduMucor se liSi tim, e tvoi delSi vlakna (vice jak 1 cm dlouha),
a e sporangiofory vyrstaji po 2 a 3 ze Slahounovitych hyf, tzv. stolorv mistech
kde vznikaji koinkovité Utvary zvané rhizoidy. Druhighizopus japonicua R. delemar
se vyuivaji kvyrob alkoholickych n&poj (zejména v Japonsku)R. stolonifer
pak k pr myslové vyrob kyseliny fumarové, dalSi druhy k oxidaci sterowmslou enin

pivyrob 1é iv. N které druhy mohou byt patogenni ptov ka [33, 35].

Na ka eni ovoce a ovocnych&v se nejvice podiRhizopus stolonifefsyn.R. nigrican$,

Rhizopus microsporuhizopus oryzagsyn.R. arrhizu$ a dalsi [38, 39, 40].
Rod: Absidia

Z tohoto rodu se vyznamji na ka eni ovoce podili pliseAbsidia ramosdsyn Mycocla-
dus ramosus[38].

4413 ele : Gibertellaceae

Tato ele je vymezena pouze pro jeden dr@ibertella persicaria kterd zpsobuje

skladistni poSkozeni broskvi, nektarinek, adja hrusek [38].

4.4.2 T ida: Ascomycetes

Mycelium u vtSiny druh je dobe vyvinuto, bohat rozv tvené se segmentovanymi
hyfami. V p ehradce maji jeden por, ktery umaje pohyb cytoplazmy a jader. Hyfy velmi
asto tvoi nepravé pletivo, tzv. plektenchym. Typickym rozmovacim Gtvarem

je v ecko (askus), ve kterém jsou teay askospory. Zastupci tétddy se vyskytuji tém
ve vSech mo nych biotopech, t§ina z nich jsou saprofyti, ale kieré druhy mohou byt

parazity rostlin, ivoich a takeé lov ka [41].

4.4.2.1 &d: Eurotiales

Rod: Eurotium

Plisn osmofilni povahy, vyskytuji se na substratechz&mi vodni aktivitou, ple itostn

je lze nalézt na i na ovoci [42].
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Rod: Asperqillus(kropidlak)

Tento rod obsahuje vice ne 200 druljsou astym kontaminantem potravin, produkuji
mykotoxiny a mohou byt i jle itostnym patogenemlov ka (mykozy). Zastupci jsou

bohat enzymaticky vybaveni (amylolytické, pektolytickgpeoteolytické enzymy).

Na ovoci a v ovocnych avach Ize gle itostn naléztA. flavus ktery m e produkovat
aflatoxiny B a kyselinu cyklopiazonovu. DAl&. versicolor (producent mykotoxinu
sterigmatocystinu)A. niger (produkuje ochratoxin A)A. fumigatugprodukuje mykotoxi-
ny fumitremorginy, verruculogen a gliotoxind. carbonarius(spolen sA. niger asto
na plodech révy vinné, producent ochratoxinu A).Kdani ovocnych v se také podili
A. nidulans(teleomorfaEmericella nidulansu kterého byla zjiSha produkce mykotoxin

sterigmatocystinu a emestrinu [35, 40, 41, 42, 43].

Rod: Penicillium (St ti kovec)

Druhov bohaty rod — vice ne 250 druhjedny z nejastjSich hub (pda, ovzdusi),

vyznamni rozklada rostlinnych zbytk, asty kontaminant potravin.

Na ovoci a v ovocnych &vach Ize nalézPenicillium chrysogenunisyn. P. notatum,
P. meleagrinur)) které je producentem antibiotika penicilinu. lebu jablek zpsobuji
P. solitum (produkuje cyklopenin, cyklopenol, compaktinyy, crustosum(producent
mykotoxinu penitremu, roquefortinu C, kyseliny t&revé aj.) &. expansunimykotoxiny
patulin, citrinin, chaetoglobosin C, roquefortin. GJnilobu citrusovych plod zp sobuji
P. digitatum (p vodce zelené hniloby citrus produkuje tryptoquivaliny)a P. italicum

(modrozelena hniloba citrusprodukuje kyselinu italikovou a verrucolon) [38), 41, 42].

Rod: Paecilomyces

NejvyznamnjSim zastupcem tohoto rodu Raecilomyces niveudeleomorfaByssochla-
mys niveg pati mezi obvyklé kontaminujici druhy. Jastou pi inou ka eni nedostate
tepeln oSetenych potravin, zejména mosbvocnych deni, kompot (zejména merurk),
ovocnych Sav, protlak apod. Nkteré izoldty mohou produkovat mykotoxin patulin.
Je termotolerantni (teplotni maximum 40 °C), askogpnohou po uilitou dobu pe ivat

i teploty vy$Si ne 80 °C. Podobna aecilomyces variotiiktera je rezistentni vi

p sobeni sorbatu, produkuje patulin, jélgpitostnym p vodcem mykéz zvat a lov ka
[35, 40, 41, 42].
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4.4.2.2 &d: Hypocreales

Rod: Trichoderma

Z tohoto rodu Ize jmenovat jako zastupce pli$achoderma viridgteleomorfaHypocrea
rufa), ktera se hojnvyskytuje a Ize ji mimo jiné nalézt i na ovoci.odukuje mykotoxyny

trichodermin, emodin aj. [35, 40].

4.4.2.3 &d Capnodiales

Rod: Cladosporium

Na ka eni ovoce se podiCladosporium herbarurteleomorfaMycosphaerella tassiana
p sobi er u jablek (tzv. melan6zu), které znehodnocuje jaRaterial pro vyrobu

most . Produkce mykotoxinneni znama, rozklada celul6zu, pektiny a lipidy, [80].

4424 A&d: Leotiales

Rod: Botrytis

Zastupci rodu se vyskytuji velmi hojnpo celém suw jako fytopatogenni plisn
které zpsobuji zvlast hniloby ovoce a zeleniny (napjahod, vinnych hrozn raj at,
hruSek a jablek) i p nizkych teplotach (psychrofilni druhy). Pliséotrytis cinerea
(teleomorfa Botryotinia fuckelian tvo i na vinnych hroznech tzv. uSlechtilou plise

p i vyrob vin tokajského typu. Produkce mykotoxinebyla zjiStna [35, 40].

4.4.2.5 &d: Pleosporales

Rod: Alternaria

P islusnici tohoto rodu jsou hojmrozSieni po celém st , rostou na rznych substratech
rostlinného pvodu vetn ovoce (hlavn jablka, hrusky a citrusové plody). Mohou
produkovat adu toxin, nap. toxicky metabolit AAT Alternaria alternatatoxin) podobny
fumonisinu, kyselinu tenuazonovou a dadu mén vyznamnych toxin, nap. alternariol
[40].

4.4.2.6 &d: Dothideales

Rod:Phoma
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Zastupci tohoto rodu tvotmav zbarvena pyknidia, zgobuji Skody na ovoci a zelenin
N které druhy produkuji h&é latky [35].

4427 &d: Sordariales
Rod: Monilia

Plisn zp sobujici nemoc jadrovin a peckovin tzv. moniliozZNej astji se nemoc
vyskytuje na slivonich, éSnich, viSnich, merikach a broskvonich. Je mobena pede-

vSim druhyMonilia fructigenaaMonilia laxa[35, 44]

4.4.3 T ida: Deuteromyceteg-ungi imperfecti

ZéastupceTrichothecium roseumje rychle rostouci plise ktera se vyskytuje po celém
svt, roste v pd a na rostlinnych substratech, napa cerealiich, gobi hnilobu jablek,

m e se projevovat fytopatogennProdukuje mykotoxiny trichotheceny [33, 40, 42].

4.5 Mykotoxiny

Zna na ast potravin je znehodnocena \steédku innosti plisni, jeliko tyto mikroorga-
nismy produkuji velké mno stvi metabolitMezi n pati i mykotoxiny. N které plisn

jsou d le itymi producenty latek s farmaceutickym vyu itifmap. penicilin, cyklosporin,
statiny). Jiné produkuji latky, které jsou pro dstaorganizmy toxické — mykotoxiny.
Mezi nejznamjSi pati aflatoxiny, ochratoxin, patulin. DalSi jako négad trichotheceny,
zearalenon a fumonisiny, jsould itymi kontaminanty potravin a krmiv. \Sina mykoto-
xin p sobi na lov ka hepatotoxicky nebo nefrotoxicky, ukterych byly prokazéany

karcinogenni unky [45].

4.5.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou nejsilnjSi pirodni karcinogenni latkou (nejsilj§i je typ B), p sobici
na vSechny obratlovce &tn lov ka. V potravinach Ize nalézt aflatoxiny typu, B, G,
Gp. DalSi biotransformaci v organizmu obratlovmn e dojit ke vzniku aflatoxin ady
M, P, H, Q, aj. [46].

Hlavnimi producenty aflatoxin jsou plisn rodu Aspergillus hlavn druhy A. flavus,

A. parasiticusaA. nomiug45].
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Tyto latky mohou u lov ka vyvolat Reyv syndrom, zart jater, primarni hepatom,

kwashiokor, stavy atlumy imunity, atd. [47].

4.5.2 Citrinin

Siln nefrotoxicky mykotoxin, ktery byl v minulosti poivan jako antibiotikum. Plisn
produkujici tuto latku jsou v potravinach hojrozSiené. Hlavnim producentem citrininu

je Penicillium verrucosunP. expansum, P. radicical®. citrinum[47, 48].

4.5.3 Ochratoxin A

Producenty ochratoxinu A jsou zastupci roflspergillusa Penicillium U lidi zp sobuje

utlumeni imunity, je pravgodobny karcinogen, gobi nefrotoxicky [47, 48].

45.4 Patulin

Patulin byl dive vyu ivan jako antibiotikum. Je produkovan plisni rod Aspergillus,
Byssochlamys, Penicilliumhlavnim producentem j€. expansuni45]. Jsou jim asto
kontaminovany ovocné dn , kompoty, Savy a mosty. Jedna se o prokazany karcinogen,

akutni otrava zpsobuje edém plic [47].
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Material

5.1.1 Analyzovany material

Ke vSem analyzam byl pou it nepasterizovarigt p irodni jableny most, vyrobeny
v domacich podminkach skeou Martinou Pastykovou z Luhaovic (vyroben na podzim
2010). Most byl pro analyzy uchovavan v 0,5 | PEhvich v mraznice pi teplot
-25+1°C.

5.1.2 Kultiva nip dy

Pro stanoveni inhibniho Ginku monoacylglycerol na r st kvasinek a mikroskopickych
vlaknitych hub bylo pou ito komen dodavané médium Fungal Ag&tiMedia Bombay,
India).

Ke stanoveni schopnosti kvasinek zkvaSovat vybsawharidy bylo pou ito nasledujici

médium podle [49]:

Beef Extrac{HiMedia Bombay, India)..................... 30¢9
Pepton (HiMedia Bombay, India)...............ceecee. 10,0 g
NaCl(Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)................ 5009
roztok bromkresolovéerveni............ccccooeecviieeeeennns 1ml
destilovana voda.............cceeveeeiiiiiieeeeenee e 1000 mi

Do média byl pidavan sterilni 5% roztok sacharidu na vyslednaockatraci 1-2 %.

Pou ité sacharidy: D-glukéza (Lachema a.s., Brn@Gglaktéza (Lachema a.s., Brno),
Sachar6za (Lachema a.s., Brno), Laktéza (Lachema Brno), Maltéza (Lachema a.s.,

Brno).
Fyziologicky roztok:
NaCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)...............8,5 g

destilovana voda.........coouveeeeiiiii e 1000 ml
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VSechna média byla sterilizovana v autoklavu pouda® minut pi 121 °C.

5.1.3 Monoacylglyceroly

Ke zjist ni inhibi nich Gink na r st kvasinek a mikromycet vitro a v jableném mostu

byly pou ity tyto monoacylglyceroly:

MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0)

MAG kyseliny laurové (MAG C12:0)

MAG kyseliny adamantankarboxylové (MAG ACA)

Monoacylglyceroly kyseliny kaprinové a laurové bylrobeny v laboratdéch Ustavu tuk,
tenzid a kosmetiky (UTTTK) Univerzity Tomase Bati ve Zlirvlonoacylglycerol kyseli-

ny adamantankarboxylové byl poskytnut pracovnikyTUK.

Postup vyroby MAG:

Monoacylglyceroly kyseliny kaprinové (1-monokapri)aurové (1-monolaurin) byly vy-
robeny adici mastnych kyselin na glycidol (2,3-eppxopanol) za katalyzy chromium (lII)
acetat hydroxidu zpobem, ktery byl podrobrpopsan v publikacich [12] a [50]. Reakce
byla provedena ve skleném dvoupla®ovém reaktoru. Nava ka mastné kyselinyila
50 g. Po jejim rozpusti byl pidan chromium (lll) acetat hydroxid tak, aby jehoaarstvi
bylo 0,5 % hm. navaky mastné kyseliny. Tato smbyla zahivana pi teplot

90 °C 30 minut. Po uplynuti této doby byigan ke smsi glycidol tak, aby jeho mno stvi
bylo v pomru mastna kyselina : glycidol 1 : 1,3. Tato reaksms byla zahivana

v reaktoru pi 90 °C po dobu 2 hodin. Po této dobyl zjiSt n stupe konverze dle [12].
Vysledny produkt byl dvakrat p iSt n rekrystalizaci v etanolu a filtraci pod tlakenotd®

byl p ebyte ny etanol odpa&n na vakuové odparce.

Postup p stanoveni stupnkonverze:

Po ukoneni zahivani reakni smsi byly ty inkou odebrany vzorky. Kady vzorek
byl zva en, rozpustn v 5 ml smsi xylen : etanol (1 : 1) a titrovan alkoholickywztokem

0,1 M KOH (za pidavku indikatoru fenolftaleinu) do prvniho fialdw@& zabarveni trvajici-
ho nejmeén 10 sekund. Hmotnostni procenta dané mastné kysetita ené na nava ku

mastné kyseliny byly vyjaény rovnici (R-1):
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%C = M 00 (R-1)
1000xm xp

Kde: a-— spoteba 0,1 M KOH g titraci [ml]
Ckon — p esnd koncentrace KOH [mof]l
My — mol&rni hmotnost dané mastné kyseliny [g:thol
m— nava ka odebraného vzorku [g],

p — pomr skute né nava ky kyseliny do reakce k celkové hmotnosgch reaktan-
t.

Poté byla vypotena konverze dle rovnice (R-2):
%MAG =100- %C (R-2)

Konverze reakce pvyrob MAG k. kaprinové byla 96,5 %, pvyrob MAG k. laurové

98,1 %. Konverze adamantankarboxyloveé kyseliny Bg#® %.

5.1.4 Pou ité chemikalie

Destilovana voda

Ethanol denaturovany 96%

Glycidol (2,3-epoxy-propanol) 96 % (Sigma-Aldridhraha)
Chromium (lll) acetét hydroxid (Sigma-Aldrich, Pegh
Hydroxid draselny (Lachema a.s., Brno)

Xylen (Lachema a.s., Brno)

Fenolftalein

Kyselina kaprinova (Sigma-Aldrich, Praha)

Kyselina laurova (Sigma-Aldrich, Praha)
Monoacylglycerol kyseliny 1-adamantankarboxylovd UK , UTB Zlin)
NaCl(Ing. Petr Lukes$, Uhersky Brod)

D-glukéza (Lachema a.s., Brno)

Galakt6za (Lachema a.s., Brno)
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Sacharéza (Lachema a.s., Brno)

Laktéza (Lachema a.s., Brno)

Malt6za (Lachema a.s., Brno)

Methylenova mod

Bromkresolova erve

Desinfekce Spitaderm (Ekolab Hygiene, Brno)
Savo Original (Bochemie, Bohumin)

Jar Lemongrass (Rakona, Rakovnik)

5.1.5 P istroje a pom cky

Box pro préaci ve sterilnim prosidi EUROFLOW EF/S Clean Air (Nizozemi)

Mikropipety Nichipet (Japonsko)
Mikropipety Eppendorf Reseach (Anglie)
Mikropipety BioHit (Anglie)

Mikropipety Hirschmann Labopette (khecko)
Autoklav H+P Varioklav (Nmecko)

Autoklav Systec 2540 (Nizozemi)
Automaticky sterilizator kliek

SuSarna Memmert UNB 500 (Mecko)
SuSarna KBC G-100/250 (Polsko)

Vakuova odparka Heidolph 2 (Khecko)
Vakuova pumpa Vacuubrand MD 4C NT (Necko)
Mikrovinna trouba Electrolux (Svédsko)
Chladni ka Electrolux (Svédsko)
Magnetické michadlo LAVAT MM4 (R)

Sklen ny dvouplasovy reaktor
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Digitalni byreta Brand 25 ml (Nnecko)
Laboratorni vahy Kern 572 (hecko)
Analytické vahy Sartorius Basic Plus (fNecko)
Mikroskop Olympus CX41 (Japonsko)
Fotoaparat Olympus C3040 (Japonsko)
Petriho misky

Laboratorni sklo a dalSi laboratorni parhy

5.2 Metodika

5.2.1 Stanoveni inhibi nich 0 ink MAG nar st plisniin vitro

Pro zjiStni inhibi nich Gink MAG na mikromycetyin vitro byl pou it Fungal Agar

s pidavkem 2% roztoku patného MAG (MAG C10:0, MAG C12:0, MAG ACA)
v etanolu. Vysledné koncentrace inhifii latky v agaru byly nasledujici: 250g.ml™,
750 g.mr*, 1000 g.mf*, 1500 g.ml*. V pipad kombinaci (MAG C10:0/MAG C12:0,
MAG C10:0/ MAG ACA a MAG C12:0/MAG ACA v ponru 1 : 1) byly MAG aplikova-
ny do agaru tak, aby jejich vysledna koncentracé:bg00 g.ml*, 400 g.m?,
500 g.ml*, 1000 g.ml*. Byly také pipraveny misky s Fungal Agarem bezdavku
MAG jako pozitivni kontrola. Misky s jpravenym agarem byly ponechany 2 dny
p i pokojové teplot, poté byly vpichem sterilni jehlou ndamvany plisn (v dy 2 vpichy
na jednu misku). Po nakovani byl denn zaznamenavan pm r kolonii po dobu 14 dn

Z nam enych hodnot byly vyjaény nasledujici istové parametry:

A — maximalni prm r kolonie dosa eny them experimentalni doby 14 dificm],

Hmax — Maximalni radialni rychlost stu [cm/den],

Dale byl proveden jbli ny odhad délky lag faze {§ tj. doba po které zae radialni rst
kolonie) [den], a hodnotyIDT — tj. doba rstu kolonie poebna k dosa eni pm ru

1 cm [den]. Parametry byly definovany podle Altietial.[19].

Pro stanoveni inhibhich Gink v podminkéachin vitro byly pou ity nésledujici kultury
plisni poskytnuté Ustavem technologie a mikrobi@ogotravin: Aspergillus niger,

Alternaria alternata, Penicillium roqueforti, Mucaacemosus.
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5.2.2 Izolace kvasinkovych a plisovych kultur z jable ného mostu

Jableny most byl naed n fyziologickym roztokem pomoci desitkovétem ni na koncent-
raci 10°. Poté bylo 0,1 ml nad ného mostu nad&ovano na sterilni misky s Fungal
Agarem. Po dvoudenni kultivacii@25 + 1 °C byly izolovany kultury kvasinek. Ty yl
p e iSt ny pomaoci ki ového roztru. Po 5 dnech kultivace misek s neovanym naed -

nym moStem byly izolovany také kultury plisni.

5.2.3 P ipravaroztok monoacylglycerol a jejich aplikace do most

Byly p ipraveny 20% (w/v) zdsobni roztoky vSech monoacylglycerol (MAG C10:0,
MAG C12:.0 a MAG ACA) v absolutnim etanolu. MAG bylgo jableného mostu
aplikovany v rozmezi koncentraci 50 a 1506.mI*. Objemy, které byly pipetovany pro

dosa eni pesné koncentrace MAG v moStu jsou uvedeny v taklilce

Tab. 1. — Aplikace roztokMAG do jableného mostu

Konc. MAG [ g.ml"] | Objem MAG [ ] | Objem mostu [ml]

0 0 30

50 7,5 29,99

250 37,5 29,96

500 75 29,92

1000 150 29,85

1500 225 29,77

100 + 100 15+ 15 29,27

150 + 150 225+ 225 29,95

250 + 250 37,5+375 29,92

Byly zvoleny nasledujici koncentrace monoacylglgter mostu:

MAG C10:0: 50 g.ml*, 250 g.m[*, 500 g.mr?, 1000 g.mr?, 1500 g.mr*
MAG C12:0: 50 g.m*, 250 g.ml*, 500 g.mi*, 1000 g.mr?, 1500 g.mi*
MAG ACA: 50 g.mi?, 250 g.ml*, 500 g.m[*, 1000 g.m[*, 1500 g.mf*
Kombinace MAG:

MAG C10:0/ MAG C12:0 v pontu 1/1: 200 g.m[*, 300 g.mf*, 500 g.mr*
MAG C10:0/ MAG ACA v pomru 1/1: 200 g.ml*, 500 g.mi*

MAG C12:0/ MAG ACA v pomru 1/1: 200 g.ml*, 500 g.mi*

Dale byl pipraven vzorek mostu bezigavku MAG, ktery slou il jako kontrola.
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5.2.4 Mikrobiologicka analyza vzork jable ného mosStu

Vzorky most byly uskladnny po dobu 4 tydn pi teplot 5 °C. Po ka dém tydnu
byl proveden mikrobiologicky rozbor. Jednotlivé vy byly vhodn naed ny

ve zkumavkach se sterilnim fyziologickym roztokepoté bylo 0,1 ml na&d ného vzorku
inokulovano rozeenim sterilni hokejkou na Petriho misky s Fungabavegn a misky byly
kultivovany pi teplot 25 + 1 °C. Po 5 dnech byly odeny poty kolonii kvasinek
a po 14 dnech byly od&ny poty kolonii mikromycet. Vysledky byly vyjaeény jako CFU

(colony-forming units, kolonie tvdci jednotky) na 1 ml vzorku.
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6 VYSLEDKY

6.1 Inhibi ni 0 inky monoacylglycerol nar st mikromycetin vitro

Do agaru s pdavkem 1-monokaprinu byly nakovany kultury plisni. Ty byly ponechany
p i teplot 25 + 1 °C po dobu 14 dni. Ka dy den bylo provda m eni pr m ru kolonii.

6.1.1 VIiv monoacylglycerol nar stAspergillus niger

Tato mikromyceta pait k druh m mén vnimavym k pitomnosti MAG, o této skut@osti
svd i, e radialni r st nebyl zastaven aniipnejvysSich koncentracich inhiloi latky,
avSak u vSech testovanych monoacylglyceroyla zjiSt na sni ujici se rychlost stu

se zvysujicim se obsahem inhii latky oproti kontrole bez MAG.

Z obradzk 1 a 2 (viz ni e) je patrné, e ppou iti kombinaci MAG Ize dosahnout stejného
inhibi niho Ginku pi ni Si celkové koncentraci, ne ppouiti jen jednoho typu MAG.
V p ipad plisn Aspergillus nigebylo napiklad dosa eno stejného sni eni rychloststu
oproti pozitivni kontrole u 1000 pg.thl MAG C10:0/MAG ACA jako v pipad
1500 pg.mf MAG C10:0.

Aspergillus niger
120,0
100,0
= 80,0
S
=
2 600
x 40,0 +
(3]
§e]
= 200
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [ug.ml-1]
O MAG C10:0 B MAG C12:0 0O MAG ACA

Obr. 1. — Vliv MAG na rst plisn Aspergillus niger.
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120,0

Aspergillus niger

100,0
80,0
60,0

40,0

Index r stu [%]

20,0

0,0

O MAG C10:0/MAG C12:0

200 400

Koncentrace MAG [pg.ml-1]

B MAG C10:0/MAG ACA

500 1000

O MAG C12:0/MAG ACA

Obr. 2. — Vliv MAG na rst plisn Aspergillus niger.

1000 pg.ml™*

Obr. 3. — Rst plisn Aspergillus niger na agaru s roz-

dilnou koncentraci kombinace MAG C:10/MAG ACA.
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Tab. 2. — Kinetické parametry stu plisn Aspergillus niger na

agaru s obsahem MAG.

| Alem]” | poeclcm/den]’ | [den] | MDT [den]
MAG C10:0
Oug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,77+0,35 1 2
250 pg.ml* | >6,00+ 0,00 | 0,71+0,26 1 3
750 pg.ml* | 4,48+0,68 | 0,32+0,22 4 7
1000 ug.ml™* | 2,60+0,60 | 0,19+0,13 4 10
1500 pg.ml™* | 0,73+0,26 | 0,05+ 0,05 6
MAG C12:0
Oug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,77 +0,35 1 2
250 pg.ml™ | >6,00 + 0,00 | 0,64 + 0,20 1 3
750 pg.ml* | >6,00 £ 0,00 | 0,52 +0,23 2 4
1000 pg.ml™ | >6,00+ 0,00 | 0,45+ 0,21 2 5
1500 pg.ml™* | 3,90+0,30 | 0,28 +0,24 6 8
MAG ACA
Oug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,77+0,35 1 2
250 pg.ml* | >6,00 0,00 | 0,76 + 0,19 1 2
750 pg.ml* | 580+0,70 | 0,41+0,24 1 4
1000 pg.ml™ | 2,75+0,46 | 0,45+0,21 2 7
1500 pg.ml™* | 1,35+0,18 | 0,20+ 0,08 9 13
MAG C10:0/MAG C12:0
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 0,77 +0,35 1 2
200 pg.ml™ | >6,00 +0,00 | 0,66 + 0,27 1 3
400 pg.ml* | >6,00 £ 0,00 | 0,55+ 0,24 2 4
500 pg.ml* | 520+0,25 | 0,37+0,15 2 5
1000 pg.ml™* | 1,88+0,13 | 0,13+ 0,09 4 10
MAG C10:0/MAG ACA
Oupg.ml* | >6,00+0,00 | 0,77+0,35 1 2
200 pg.ml* | >6,00 0,00 | 0,73+0,26 1 3
400 ug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,61+ 0,30 2 4
500 pg.ml™* | >6,00 + 0,00 | 0,56 + 0,28 2 4
1000 pg.ml™* | 0,90+0,82 | 0,06 + 0,08 6 -
MAG C12:0/MAG ACA
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 0,77 +0,35 1 2
200 pg.ml™ | >6,00 +0,00 | 0,68 + 0,20 1 3
400 pg.ml* | >6,00 £ 0,00 | 0,46 +0,14 1 3
500 pg.ml™ | >6,00 +0,00 | 0,45+ 0,16 1 4
1000 pg.ml™ | 3,30+0,41 | 0,24+0,17 5 8

Legenda k tabulce 2: *) Bn rné hodnoty (n = 4)
A — maximalni prm r kolonie dosa eny bhem experimentalni doby 14 dfcm],
Hmax — Mmaximalni radiélni rychlost stu [cm/den],

— lag faze (tj. doba po které re radiélni rst kolonie) [den],

MDT — doba rstu kolonie poebnéa k dosa eni pm ru 1 cm [den].
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V tabulce 2 jsou uvedeny parametry popisujist A. nigerv prostedi r znych koncentra-

ci monoacylglycerol.

Z obrazku 3 (vySe) je patrna klesajici rychlostiabdho r stu kolonii se zvySujici

se koncentraci MAG v médiu.

6.1.2 VIiv monoacylglycerol nar stAlternaria alternata

Tato mikromyceta byla nejvice vnimava n&@gmnost MAG v kultivanim médiu. Jeji rst

byl zcela zastaven v ipad MAG C10:0ji od koncentrace 250 pg.thiDalsi MAG zcela
inhibovaly r st a pi vysSich koncentracich, napkombinace MAG C10:0/MAG ACA
od koncentrace 400 ug.thl kombinace MAG C10:0/MAG C12:0 od koncentrace
500 pg.mt, tato skutenost je patrna z obrazkd a 5. Pidavek MAG vyrazn prodlou il
dobu lag-faze a to ve t8in koncentraci (Tab. 3). K podobnym zéun dosla i Nmcova

ve své praci [51].

Inhibi ni p sobeni MAG je patrné i z obrazku 6, na kterém gk tvrozdil ve velikosti

kolonii po 7 dnech kultivace.

Alternaria alternata
120,0
100,0
= 80,0
S
>
2 600
< 40,0 +
()
go]
£ 200
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [pug.ml-1]
O MAG C10:0 B MAG C12:0 O MAG ACA

Obr. 4. — Vliv MAG na rst plisn Alternaria alternata.
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Alternaria alternata

120,0

100,0
— 80,0 -
S
2 600 |
% 40,0 -
()
go]
= 20,0 l

00 ]
0 200 400 500 1000
Koncentrace MAG [pg.ml-1]
O MAG C10:0/MAG C12:0 B MAG C10:0/MAG ACA O MAG C12:0/MAG ACA

Obr. 5. — Vliv MAG na rst plisn Alternaria alternata.

1000 pg.ml™*

Obr. 6. — Rst plisn Alternaria alternata na agaru s roz-
dilnou koncentraci kombinace MAG C:12/MAG ACA.
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Tab. 3. — Kinetické parametry stu plisn Alternaria alternata

na agaru s obsahem MAG.

| Alcm]” \ Hmax [cm/den] ” | [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
Opug.m™® | >6,00+0,00 | 0,75+0,19 1 2
250 ug.m™ | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
750 ug.m™ | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1000 pg.mI™ | 0,00+0,00 | 0,00 + 0,00 - -
1500 pug.mI* | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 -
MAG C12:0
Opg.ml* | >6,00+0,00 | 0,75+ 0,19 1 2
250 uyg.ml™ | 5,70+0,10 | 0,41+0,21 2 4
750 ug.ml* | 4,85+ 0,85 0,35 + 0,20 3 7
1000 pg.mI* | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1500 pg.ml* | 0,00+0,00 | 0,00 + 0,00 -
MAG ACA
Opug.m™® | >6,00+0,00 | 0,75+0,19 1 2
250 uyg.m™ | 563+0,31 | 0,40+0,18 2 3
750 uyg.ml™ | 1,90+0,35 | 0,14 +0,08 5 10
1000 pg.mI™ | 0,00+0,00 | 0,00 + 0,00 - -
1500 pug.mI* | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
MAG C10:0/MAG C12:0
Opg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,75+ 0,19 1 2
200 ug.m™ | 0,85+0,47 | 0,06+ 0,08 4 -
400 pg.ml™ | 0,70 +0,21 0,05 + 0,04 4 -
500 pg.ml* | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1000 pg.mI™ | 0,00+0,00 | 0,00 + 0,00 -
MAG C10:0/MAG ACA
Opg.m™® | >6,00+0,00 | 0,75+0,19 1 2
200 ug.m™ | 0,80+0,39 | 0,06+ 0,02 1 -
400 pg.mI* | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 - -
500 pg.ml™ | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1000 pg.mI* | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
MAG C12:0/MAG ACA
Opg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,75+ 0,19 1 2
200 ug.ml™ | 2,85+0,26 | 0,20+0,16 4 7
400 pg.ml* | 2,03+004 | 0,14+0,09 4 9
500 pg.ml* | 1,18+0,69 | 0,08+ 0,06 4 13
1000 pg.mI* | 0,00+0,00 | 0,00 + 0,00

Legenda k tabulce 3: *) Bn rné hodnoty (n = 4)
A — maximalni prm r kolonie dosa eny bhem experimentalni doby 14 dfcm],
Hmax — Mmaximalni radiélni rychlost stu [cm/den],

— lag faze (tj. doba po které re radiélni rst kolonie) [den],

MDT — doba rstu kolonie poebnéa k dosa eni pm ru 1 cm [den].
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6.1.3 VIiv monoacylglycerol nar stPenicillium roqueforti

Tato mikromyceta neni tak citlivd naifpmnost MAG jako tomu bylo v fpad A. alter-
nata R st byl t¢ém zastaven na miskach s nejvy3sich koncentraci (1590ni")

MAG C10:0 a MAG ACA. Ostatni MAG a jejich kombinabgly mén G inné (Tab. 4).

Tab. 4. — Kinetické parametry stu plisn Penicillium roquefor-

ti na agaru s obsahem MAG.

| Alcm]” \ Hmax [cm/den] ” | [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
Opug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 1
250 ug.m™ | >6,00+0,00 | 0,28 +0,13 1 4
750 ug.ml* | 2,40 + 0,39 0,17 + 0,10 4 9
1000 pg.ml™ | 1,00+0,53 | 0,07 +0,06 5 14
1500 pg.ml™ | 0,58 + 0,25 0,04 + 0,02 7 -
MAG C12:0
Opug.m™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 2
250 ug.ml* | 4,75+ 0,30 0,34+ 0,15 2 4
750 ug.ml™ | 4,10+0,16 | 0,29+0,11 2 5
1000 pg.ml* | 3,60+0,12 | 0,26+0,10 2 6
1500 pg.ml™ | 2,15+0,20 | 0,15+0,09 3 10
MAG ACA
Opug.m™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 2
250 uyg.m™ | 5,30+0,35 | 0,38+0,12 1 3
750 ug.ml™ | 1,68+0,24 | 0,12+0,08 2 10
1000 pg.ml™ | 0,50+0,07 | 0,04+0,06 11 -
1500 pg.ml™ | 0,20+0,10 | 0,01+0,03 12 -
MAG C10:0/MAG C12:0
Opug.m™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 1
200 ug.m™ | >6,00+0,00 | 0,59 * 0,20 1 3
400 pg.mI* | >6,00+0,00 | 0,52 +0,22 2 4
500 pg.ml™ | >6,00+ 0,00 | 0,46 + 0,23 2 4
1000 pg.ml™ | 4,63+063 | 0,33+0,20 3 7
MAG C10:0/MAG ACA
Opug.m™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 2
200 pg.m™ | >6,00+0,00 | 0,60 + 0,26 1 3
400 pg.ml* | 6,00+0,16 | 0,43+0,23 2 4
500 ug.ml* | 5,93+0,38 | 0,42+0,21 2 5
1000 pg.ml* | 2,68+0,29 | 0,19+0,14 3 10
MAG C12:0/MAG ACA
Opug.m™ | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 2
200 ug.m™ | >6,00+0,00 | 0,53 +0,17 1 3
400 pg.mI* | >6,00+0,00 | 0,43 +0,20 2 4
500 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,42 +0,17 2 4
1000 pg.ml* | 4,13+0,13 | 0,29+0,24 3 8

*) Pr m rné hodnoty (n = 4)




UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 94

Legenda k tabulce 4:
A — maximalni prm r kolonie dosa eny them experimentalni doby 14 dfcm],
Hmax — Mmaximalni radiélni rychlost stu [cm/den],
— lag faze (tj. doba po které re radiélni rst kolonie) [den],

MDT — doba rstu kolonie poebné k dosa eni pm ru 1 cm [den].

Z obrazk 7 a 8 je patrné, e nejinn jSi byly MAG C10:0 a MAG ACA. K apIné inhibici
r stuP. roquefortivSak nedoSlo v adné koncentraci MAG.

Penicillium roqueforti
120,0
100,0
= 80,0
S
=
2 600
x 40,0 +
(3]
§e]
= 200
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [pug.ml-1]
O MAG C10:0 B MAG C12:0 0O MAG ACA

Obr. 7. — Vliv MAG na rst plisn Penicillium roqueforti.
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20,0

0,0

O MAG C10:0/MAG C12:0

200 400 500 1000

Koncentrace MAG [pg.ml-1]

B MAG C10:0/MAG ACA O MAG C12:0/MAG ACA

Obr. 8. —

Obr.

Vliv MAG na rst plisn Penicillium roqueforti.

0 pug.ml™

on

500 ug.ml™ 1000 pg.ml

9. — Rst plisn P. roqueforti na agaru s rozdil-

nou koncentraci kombinace MAG C10:0/MAG C12:0.
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Inhibi ni p sobeni kombinace MAG C10:0/MAG C12j® vid t z obrazku 9, na kterém

je zaznamenan rozdil velikosti kolonii po 7 dnechikace.

6.1.4 VIiv monoacylglycerol nar st plisn Mucor racemosus

Tato rychle rostouci plisevykazovala podobnou citlivost na MAG jako \edchozich

p ipadech. S rostouci koncentraci MAG rychlosstn vyznamn klesala. Nagklad

u MAG C10:0 bylo u koncentrace 1500 pgrpbzorovéano sni eni radialni rychlostistu

z 1,83 cm.deh (pozitivni kontrola bez MAG) na 0,03 cm.de(iTab. 5). Zarove v tomto

p ipad doslo k prodlou eni doby lag-faze z 1 dne na 9.dhodobny Ginek m | i MAG
ACA v koncentraci 1500 pg.m) ktery sni il rychlost radialniho istu na 0,05 cm.déh

a délka lag-faze byla 10 dnUdaje o tincich viech MAG a jejich kombinaci jsou patrné
z obrazk 10 a 11. Inhibini p sobeni kombinace MAG C10:0/MAG ACA je vid

z obradzku 12, na kterém je zaznamendn rozdil veikolonii po 7 dnech kultivace.

Mucor racemosus
120,0
100,0
= 80,0 1—
=,
=] 4]
2 60,0
< 40,0 +
()
©
= 200 +
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [pug.ml-1]
@ MAG C10:0 | MAG C12:0 0O MAG ACA

Obr. 10. — Vliv MAG na rst plisn Mucor racemosus.
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120,0

Mucor racemosus

100,0
80,0
60,0

40,0 -

Index r stu [%]

20,0

0,0

0O MAG C10:0/MAG C12:0

200 400 500 1000
Koncentrace MAG [pg.ml-1]

B MAG C10:0/MAG ACA O MAG C12:0/MAG ACA

Obr. 11

Obr.

s rozd

. — Vliv MAG na rst plisn Mucor racemosus.

200 pg.ml™

500 pg.ml™ 1000 pg.mi™

12. — Rst plisn M. racemosus na agaru

flnou koncentraci MAG C10:0/MAG ACA.
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Tab. 5. — Kinetické parametry stu plisn Mucor

racemosus na agaru s obsahem MAG.

| Alcm]” \ Hmax [cm/den] ” | [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
250 pg.ml* | >6,00+0,00 | 1,11+0,32 1 2
750 pg.ml* | 3,70+0,00 | 0,26+0,19 2 8
1000 pg.mI* | 1,13+0,15 0,08 + 0,07 6 14
1500 pg.mI* | 0,48+ 0,61 0,03 + 0,06 9
MAG C12:0
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
250 pg.ml* | >6,00+0,00 | 1,05+0,29 1 2
750 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,74 +0,27 1 3
1000 pg.mI™* | 4,88 +0,33 0,35+ 0,13 1 4
1500 pg.mI™* | 2,70+0,43 0,19 +0,16 6 9
MAG ACA
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
250 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,99 + 0,30 1 2
750 ug.ml* | 5,60 + 0,19 0,40 + 0,22 2 5
1000 pg.mI* | 3,13+0,73 0,22 +0,16 3 9
1500 pg.mI* | 0,73+0,38 0,05 + 0,09 10 -
MAG C10:0/MAG C12:0
Oug.ml™ | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
200 pg.ml* | >6,00+0,00 | 1,07+0,33 1 2
400 ug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,95 + 0,37 1 2
500 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,81+0,35 1 3
1000 pg.mI™* | 5,85+ 0,32 0,42 + 0,27 3 7
MAG C10:0/MAG ACA
Oug.ml* | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
200 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 1,02+0,25 1 2
400 ug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,69 +0,28 1 3
500 pg.ml™ | >6,00+0,00 | 0,63+0,28 1 3
1000 pg.ml™* | 4,38+0,41 0,31 +0,30 4 9
MAG C12:0/MAG ACA
Oug.ml™ | >6,00+0,00 | 1,83+0,30 1 1
200 ug.ml* | >6,00+0,00 | 1,17 +0,35 1 2
400 ug.ml™ | >6,00+0,00 | 0,89 +0,35 1 2
500 ug.ml™* | >6,00+0,00 | 0,71+0,27 1 3
1000 pg.mI™* | >6,00 0,00 | 0,39 + 0,25 3 6

Legenda k tabulce 54: *) Bn rné hodnoty (n = 4)
A — maximalni prm r kolonie dosa eny bhem experimentalni doby 14 dfcm],
Mmax — Maximalni radialni rychlost stu [cm/den],

— lag faze (tj. doba po které zee radialni rst kolonie) [den],

MDT — doba rstu kolonie poebnéa k dosa eni pm ru 1 cm [den].
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6.2 lzolace kultur kvasinek a plisni z jable ného mostu

6.2.1 lzolace a charakterizace kvasinek

Pomoci ki ového roztru byly z moStu izolovanyty i isté kultury kvasinek. Z thto
kultur byly provedeny mikroskopické preparaty a pybveden test na schopnost fermenta-

ce sacharid.

Izolat . 1:Hladké lesklé kolonie krémové barvy (Obr.13). Themnar ov |€ho pigmentu
p i kultivaci na dennim s\le, r ové precipitani zény. Pomrn velké buky, v mikro-
skopickém preparatu nebyly nalezeny &adnéipukvasinky. V tekutém médiu tvita

kultura nejprve sediment, poté byla vytena blanka na povrchu.
ZkvaSovani sacharid Glu +, Gal +, Mal +, Sac +, Lac -.

Dle morfologickych znak a schopnosti zkvaSovat sacharidy je moné, e sdni

0 zastupce rod8accharomyces spp.

Obr. 13. — Rst kvasinky . 1 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepdvat-

veny metylénovou mdgzv tSeni 20x100 (vpravo).

Izolat . 2: Hv zdicovité kolonie, které nejsou ostohranieny, krémova barva (Obr. 14).
Tvorba pigmentu ani precipitaich zon nebyla zjiSha. V tekutém médiu tvida kultura
pouze sediment. Na mikroskopickém preparatu bylezemo pomrn velké mno stvi

pu icich bunk.

ZkvaSovani sacharid Glu +, Gal +, Mal -, Sac +, Lac -.
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Obr. 14. — Rst kvasinky . 2 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepdvat-

veny metylénovou mdgzv tSeni 20x100 (vpravo).

Izolat . 3: Kulaté, lesklé, slizovité kolonie, vyrazm ovo- erven zabarvené (Obr. 15).
Bez wvyloueného pigmentu do kultivai pdy. V tekutétm médiu tvorba
nar ov lého sedimentu, pozdnar ov ly povlak na povrchu. V mikroskopickém prepa-

ratu bylo mo né pozorovat pici bu ky.
ZkvasSovani sacharid Glu +, Gal -, Mal -, Sac +, Lac -.

Dle morfologickych znak a schopnosti zkvaSovat sacharidy je moné, e séna

0 zastupce rodRhodotorula spp.

Obr. 15. — Rst kvasinky . 3 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky preparat

barveny metylénovou moid zv tSeni 20x100 (vpravo).
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Izolat . 4: Kulaté, lesklé, slizovité, na loutlé kolonie (Obt6). Charakteristické velmi
rychlym r stem oproti pedchozim ttm izoldtm. Bez vyloueného pigmentu do okoli.
V tekutém médiu kultura tvida pouze sediment. V mikroskopickém preparéatu

byly pozorovany i puici bu ky.

ZkvasSovani sacharid Glu +, Gal -, Mal -, Sac +, Lac -.

Obr. 16. — Rst kvasinky . 4 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepdvat-

veny metylénovou mddzv tSeni 20x100 (vpravo).

6.2.2 lzolace plisni

Z jable ného mostu bylo izolovano celkem &tych plis ovych kultur. Tyto kultury byly
kultivovany na Fungal Agaru. Z nich bylyipraveny také mikroskopické preparéaty, které

byly kultivovany takté na Fungal Agaru.
Poznamka:

Na zaklad pozorovani rstu plisni a jejich mikroskopickych prepardtyly n které kultury
podrobnji taxonomicky zaazeny. Toto zazeni je kvli velké naronosti pouze informa-

tivni a nelze jej chapat (z hlediska omezenych ekasti autora) jako absolutapravné.

Izolat . 1: Sametové kolonie stle Sedé barvy, s papigymi ryhami. Nevyluuje
do média adny pigment. Spodni strana koloniitev hn da. Konidiofory s hladkou

stopkou, konidie vyrstaji z fialid v etizcich, jsou kulovité, hladké (Obr. 17).
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Na zaklad makromorfologickych a mikromorfologickych znakze tvrdit, e tato plise

pati do roduPenicillium.

Obr. 17. — Rst plisn . 1 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidioforz-t-

Seni 20x 40 (vpravo).

Izolat . 2: Rychle rostouci plise Nevylu uje do média adny pigment. Spodni strana
kolonii nebyla zbarvena. Pod mikroskopem patrnéosyos rhizoidy. Sporangia kulovita,

hladka. Sporangiospory vége, n které nepravidelné.

Na zaklad makromorfologickych (Obr. 18) a mikromorfologickyenak pati tato plise

pravd podobn do roduRhizopusnejspiSe se jedna o dr&hizopus stolonifer.

Obr. 18. — Rst plisn . 2 na Fungal Agaru (vlevo); sporangium se sporangi

osporami — zwSeni 20x 40 (vpravo).
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Izolat . 3: Pomalu rostouci plisese sametovymi koloniemi bilé barvy, které bylyduSi
dob zbarveny do slabr ového odstinu. Pigment nebyl do okoli vyavan. Spodni

strana kolonii narov la. Vzhled kolonii a fruktifikanich organ je patrny z obrazku 19.

Obr. 19. — Rst plisn . 3 na Fungal Agaru (vlevo); vpravo fruktifikai organy
(zv tSeni 20x 40).

Izolat . 4: Rychle rostouci plise Kolonie svtle Iutohn dé barvy. Nizké mycelium.
Nevylu uje pigment do média. Spodni strana kolonii neinama. Sporangia kulovitd,

hladka. Sporangiospory kulovité.

Na z&klad makromorfologickych (Obr. 20) a mikromorfologickyenak pati tato plise

pravd podobn do roduMucor.
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Obr. 20. — Rst plisn . 4 na Fungal Agaru (vlevo); sporangium se sporangi

osporami — zuSeni 20x 40 (vpravo).

Izolat . 5: Pomalu rostouci plise kolonie tmav hn dé a erné, s paprstymi ryhami.
Vylu uje iry exudat. Nevyluuje pigment do média. Spodni strana koloeiin zbarvena.

Mycelium hust segmentovano (Obr. 21).

Obr. 21. — Rst plisn . 5 na Fungal Agaru (vlevo); mycelium (vpravo).

Izolat . 6: Kolonie hnd zbarvené, hladké, nizké. Spodni strana koloniivtntan da.
Nevylu uje pigment do média. Konidiofory s hladkou stopkBonidie vyr staji z fialid

v dlouhych etizcich, jsou kulovité, hladké (Obr. 22).
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Obr. 22. — Rst plisn . 6 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidiofozw-t-

Seni 20x 40 (vpravo).

Izolat . 7: Kolonie tmav hn dé a tmav zelené barvy, nepravidelné, povrch bradasi

ty. Nevylu uje pigment do média. Spodni strana koloniitlev hn da. Konidiofory
s hladkou stopkou. Velké mno stvi konidii vyata z fialid v dlouhychetizcich, jsou kulo-
vité a elipsoidni, hladké (Obr. 23).

Obr. 23. — Rst plisn . 7 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidioforzw-t-

Seni 20x 40 (vpravo).
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Izolat . 8: Kolonie rychle rostouci, tmavan d zbarvené, spodni strana kolonii nezbarve-
na. Nevyluuje pigment do kultivaniho média. Sporangiofory pod sporangieasto ohnu-

té, zprohybané. Sporangia velka, kulovita, ostf@tar. 24). Sporangiospory elipsoidni.

Na zaklad makromorfologickych a mikromorfologickych znalati tato plise pravd -

podobn do roduMucor.

Obr. 24.— Rst plisn . 8 na Fungal Agaru (vlevo); sporangiofor se spayie&m —

zv tSeni 20x 40 (vpravo).

Izolat . 9: Pomalu rostouci kolonie, sametové s papmi ryhami. Bilé barvy, pozdi
za inaji velmi vyrazn loutnout. Nakonec luta barva kolonie @chézi do tmavzeleného
zabarveni. luty pigment je vylwovan také do kultivaniho média, které je jim pozd

zcela obarveno. Na povrchu kolonii vytivan luty exudét (Obr. 25).

Na zaklad vySe uvedenych znakze tuto plise zaadit do roduPenicillium. S nejv tsi
pravd podobnosti se jednd o druPenicillium chrysogenumpro ktery je vyluovani
lutého pigmentu a lutého exudatu charakteristiockgnakem, kterym se liSi od ostatnich

penicilii.
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Obr. 25. — Rst plisn . 9 na Fungal Agaru (vlevo); mycelium (vpravo).

6.3 Inhibi ni 0 inky monoacylglycerol nar st kvasinek v jable ném

mostu

6.3.1 Vliv 1-monokaprinu nar st kvasinek v jable ném mostu

Pro studium inhibiniho Ginku 1-monokaprinu na st kvasinek v nepasterovaném
jable ném mostu byly vybrany koncentrace MAG vrozmezi &0 1500 pg.mt-
Z obrazku 26 je patrné, e v prvnich dvou tydné&ehasinky v mosStu nerostly pkoncent-
racich MAG 250 - 1500 pg.Ml R st kvasinek [ koncentracich monokaprinu vy3sich
ne 250 pg.mt* byl pozorovan a po 3. tydnu skladovani, kdy irihiti G inek ji nebyl
tak velky. K trvalému zabrani r stu kvasinek nedoSlo v adné z pou itych koncentrac
Tém nulovy inhibini Ginek byl pozorovdn v mostu s koncentraci 50 pg,ml

kde kvasinky rostly u po prvnim tydnu (podobjako v kontrolnim vzorku bez MAG).
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Inhibi nid inek MAG C10:0 nar st kvasinek v mostu

1,E+10
1,E+09 -

1,E+08 ] _I
1,E+07
1,E+06 1
1,E+05 + —
1,E+04 + -
1,E+03 -
1,E+02 + —
1,E+01 + -
1,E+00

CFU/ml

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

m0 gml-1 m50 gml-1 0250 gml-1 O500 g.ml-1 m1000 g.ml-1 @1500 g.ml-1

Obr. 26. — Inhibini U inek 1-monokaprinu na st kvasinek v jabl&ém mostu.

6.3.2 VIliv 1-monolaurinu na r st kvasinek v jable ném mostu

Pro studium inhibiniho Ginku 1-monolaurinu na st kvasinek v nepasterizovaném mostu
bylo vybrano stejné rozmezi koncentraci MAG jakp edchozim ppad. Z obrazku 27
je patrné, e u tohoto monoacylglycerolu nedoSlaipkné inhibici rstu kvasinek
ani ve vzorcich s nejvyssi koncentraci MAG.sRkvasinek byl ale oproti kontrolnimu
vzorku zpoétku znan zpomalen, po dvou tydnech skladovani bylo mno &wasinek

srovnatelné u vSech vzorku kontrolniho vzorku bez MAG.
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Inhibi nid inek MAG C12:0 nar stkvasinek v mostu

1,E+10
1,E+09
1,E+08
1,E+07
€ 1E+06 {7 — —
E 1,E+05
O 1,E+04 -
1,E+03 — — —
1,E+02 — — —
1,E+01 -
1,E+00

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

@m0 gml-1 m50 g.ml-1 0250 g.ml-1 O500 g.ml-1 m1000 g.ml-1 @1500 g.ml-1

Obr. 27. — Inhibini U inek 1-monolaurinu na st kvasinek v jabl&@ém mostu.

6.3.3 VIiv monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylo¥ na r st kvasinek

v jable ném mostu

Ke studiu inhibinich Gink bylo pou ito stejnych koncentraci jako ueglchozich dvou

monoacylglycerol. Inhibi ni U inky na kvasinky se u tohoto MAG jevi jako nejslabs
ze vSech {1 testovanych (Obr. 28). Vyrazné zpomalenstu kvasinek je patrné pouze
po prvnim tydnu skladovani mostu, od druhého tyskiadovani byla hodnota CFU/mI

ve vSech koncentracich MAG srovnatelna s kontrovorkem bez MAG.
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Inhibi nid inky MAG ACAnar stkvasinek v mostu

1,E+10
1,E+09 -
1,E+08
1,E+07 -
1,E+06 — — —
1,E+05 -
1,E+04 -
1,E+03 + — — —
1,E+02 -
1,E+01 + — — —
1,E+00

CFU/mI

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

@m0 g.ml-1 m50 g.ml-1 0250 g.ml-1 o500 g.ml-1 m1000 g.ml-1 @1500 g.ml-1

Obr. 28. — Inhibini U inek MAG ACA na rst kvasinek v jabl&ém mostu.

6.3.4 Vliv kombinaci MAG nar st kvasinek v jable ném mostu

Ve vSech pipadech byly pou ity kombinace dvou MAG v pora 1:1. Byly studovany
jejich Uinky na rst kvasinek v jableném moStu p t chto koncentracich: MAG
C10:0/C12:0 200 g.mi*, 300 g.ml* a 500 g.ml*; MAG C10:0/ACA 200 g.mI*
a 500 g.mr; MAG C12:0/ACA 200 g.mI*a 500 g.ml™.

Jako nejuinn jSi se jevily kombinace MAG C10:0/C12:0, kteréspbily Uplnou inhibici
r stu kvasinek po dobu 7 - 14 diskladovani. V koncentraci 200y.mI* a 300 g.mf*
kvasinky nerostly po dobu 1 tydne a v koncent&® g.ml™* byl r st kvasinek po dobu

dvou tydn . Po této dobinhibice r stu nebyla ji tak vyznamna.

O nco mén byla Ginna kombinace MAG C10:0/ACA, kde nebylipgkoncentraci
200 g.mi* pozorovan &dny vyznamisi inhibi ni G inek. Pi koncentraci 500 g.ml™*
byla zjiSt na Uplna inhibice rstu po dobu dvou tydn po této dob hodnota CFU/mI

prudce stoupla.
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Nejmén U inna byla kombinace MAG C12:0/ACA, kde nebyl zjistvyznamny inhibini
U inek na rst kvasinek v mostu. U této kombinace byla hod@f&)/ml tém srovnatel-
na s hodnotou u kontrolniho vzorku bez MAG (Ob. 29

Inhibi ni 0 inky kombinaci monoacylglycerol C10:0,C12:0,ACA
nar stkvasinek v mostu

1,E+10
1,E+09 -
1,E+08 -
1,E+07 ~
1,E+06 1 [
1,E+05 ~
1,E+04 -
1,E+03
1,E+02 — — —
1,E+01 — — —
1,E+OO T T T ]
1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

CFU/mi

D0 g.ml-1 m 200 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0 0300 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0
0500 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0 m 200 g.ml-1 MAG C10:0/ACA @500 g.ml-1 MAG C10:0/ACA

m 200 g.ml-1 MAG C12:0/ACA ©500 g.ml-1 MAG C12:0/ACA

Obr. 29. — Inhibini U inky kombinaci monoacylglyceroC10:0, C12:0, ACA na st kva-

sinek v mostu.

6.4 Inhibi ni 0 inky monoacylglycerol nar st mikromycet

v jable ném mostu

6.4.1 VIliv 1-monokaprinu na r st mikromycet v jable ném mostu

Ke studiu inhibinich Ginku 1-monokaprinu na st mikromycet bylo pou ito stejnych
koncentraci jako v pdchozich gpadech (50 — 1500 pg.Ml Byla zji$t na tplna inhibice
r stu mikromycet po celou dobu skladovani (4 tydny) y&ech koncentracich MAG,

krom koncentrace nejni §i (50 pg.M), ktera r st mikromycet neinhibovala (Obr. 30).
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Inhibi nid inek MAG C10:0 nar st mikromycetv mostu

300000

250000

200000 A

150000

CFU/ml

100000 -

50000

N u i

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

m0 gml-1 m50 gml-1 0250 gml-1 O500 g.ml-1 m1000 g.ml-1 @1500 g.ml-1

Obr. 30. — Inhibini G inek 1-monokaprinu na st mikromycet v jabl@ém mostu.

6.4.2 VIliv 1-monolaurinu na r st mikromycet v jable ném mostu

Pro zjistni inhibi nich Gink 1-monolaurinu bylo pou ito stejnych koncentraci KA

jako u kvasinek.

Bylo zjist no, e v prvnim tydnu rostly mikromycety veeth koncentracich MAG
(250 pg.mt, 1000 pg.nit, 1500 pg.mif). V dalsich tech tydnech doslo k zastavenstu,
a adné ivotaschopné mikromycety ji nebyly zjisty (Obr. 31).
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Inhibi nid inek MAG C12:0nar st mikromycetv mostu

1200

1000

800 -

600

CFU/mlI

400 -

200

0

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4.tyden

@m0 gml-1 m50 g.ml-1 0250 g.ml-1 O500 g.ml-1 m1000 g.ml-1 @1500 g.ml-1

Obr. 31. — Inhibini G inek 1-monolaurinu na st mikromycet v jabl&ém mostu.

6.4.3 VIiv monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylo¥ na r st mikromycet

v jable ném mostu

U inky tohoto monoacylglycerolu jsou obdobné jako edchozim p@pad. U dvou
koncentraci 250 pg.mla 1000 pg.mt byl po prvnim tydnu skladovani zaznamenéast r
mikromycet. V dalSich &ch tydnech ji nebyly adné mikromycety zjisty. DoSlo
tedy k Uplné inhibici jejich rstu (Obr. 32).
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Inhibi nid inky MAG ACAnar stmikromycet v moStu
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Obr. 32. — Inhibini U inek MAG ACA na rst mikromycet v jabl&ém mostu.

6.4.4 Vliv kombinaci MAG nar st mikromycet v jable ném mostu

Pro zjiStni inhibi nich Gink kombinaci MAG bylo pou ito stejnych koncentraci NEA
jako pi zji§ ovani inhibice kombinaci u kvasinek (MAG C10:0/G12200 g.mi,

300 g.mf*a500 g.m; MAG C10:0/ACA 200 g.mlta 500 g.ml*; MAG C12:0/ACA
200 g.mMa500 g.mft).

Vyznamné inhibini G inky byly zjiStny u tchto kombinaci: MAG C10:0/C12:0
v koncentraci 500 g.mi*, MAG C10:0/ACA v koncentraci 200g.ml*, a u kombinace
MAG C12:0/ACA v obou koncentracich - 20@.mI* i 500 g.ml*, u kterych byl bhem
2., 3. a 4. tydnu zcela inhibovarst mikromycet (Obr. 33).
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Inhibi nid inky kombinaci monoacylglycerol C10:0,C12:0, ACA
nar stmikromycetv mostu

60000
50000
40000
30000

CFU/mI

20000
10000

1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden

@m0 gml1 @200 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0 ©300 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0
0500 g.ml-1 MAG C10:0/C12:0 m 200 g.ml-1 MAG C10:0/ACA @500 g.ml-1 MAG C10:0/ACA

®m 200 g.ml-1 MAG C12:0/ACA ©O500 g.ml-1 MAG C12:0/ACA

Obr. 33. — Inhibini G inky kombinaci monoacylglycerolC10:0, C12:0, ACA na st

mikromycet v mostu.
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DISKUZE

Cilem prace bylo zhodnotit inky vybranych monoacylglycerola jejich kombinaci

nar st kvasinek a mikromycet v prostiin vitro a v jableném mostu.

Nejprve byly sledovany tinky monoacylglycerol k. kaprinové, k. laurové a kyseliny
1l-adamantankarboxylové v praadi in vitro na r st vlaknitych hubAspergillus niger,
Alternaria alternata, Penicillium roquefortia Mucor racemosus Bylo zjist no,
e k p itomnosti monoacylglycerolu je nejvice citliva alternata u které doSlo ke kom-
pletni inhibici r stu i pi nejni Sich testovanych koncentracich monoacylghgt . Ostatni
plisn vykazovaly v i p sobeni MAG ni Si citlivost, zpomaleni stu vlivem pitomnosti
MAG v kultiva nim médiu bylo vSak zaznamenano i chtto druh mikroskopickych hub.
Souhrnn lIze ici, e inhibi ni aktivita monoacylglycerol v podminkachin vitro roste
se zvysujici se koncentracEhto latek.

Jako nejuinn jSi se v podminkacim vitro jevil MAG kyseliny kaprinové, velmi Gnny
byl také MAG kyseliny 1-adamantankarboxylové. Zeidsivanych monoacylglycerol
m | nejslabSi antimikrobni aktivitu MAG kyseliny laaré. Inhibinimi G inky
MAG k. kaprinové a laurové nast mikromycetin vitro se zabyvalii Ri kaet al.[14]
a Bu kova et al. [20]. Autoi se shoduji, e MAG k. kaprinové ma nast mikromycet
v tSi vliv ve srovnani s MAG k. laurové, co je v dadu s vysledky dkladané prace.
Vzhledem k tomu, e velikost kolonii byla sledovapa dobu 14-ti dn s pravidelnymi
ode ty ve 24-ti hodinovych intervalech, bylo mo né vgij& p ibli né hodnoty nasleduji-
cich r stovych parametr A — maximalni prm r kolonie dosa eny them experimentalni
doby 14 dn [cm], un — Maximalni radialni rychlost stu [cm/den], lag faze Xtj. doba
po které zane radialni rst kolonie [den] aMDT — tj. doba rstu kolonie poebna

k dosa eni prm ru 1 cm [den].

VSechny sledované stové parametry byly do zn@ miry ovlivhny pidavkem MAG
do média a mily se v zavislosti na pou itych koncentracichikbadem m e byt r st
M. racemosusU kontrolni kultury rostouci bez ijplavku MAG byl pozorovan nast
plisn po celé ploSe misky, v fpomnosti MAG k. kaprinové v koncentraci 1500 pgiogl
maximalni dosa eny pm r kolonie @) pouze 0,48 cm. Hodnotpmax kontroly byla
1,83 cm/den, p nejvySSi testované koncentraci MAG k. kaprinovéslka tém na nulu
(0,03 cm/den). Bez fdavku MAG zaal radialni rst kolonie (parametr) b hem 24-ti
hodin kultivace oproti 9 dm pi 1500 pg/ml MAG k. kaprinové. Pm ru 1 cm (parametr



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 27

MDT) dosahla kontrolni kultura bhem jednoho dne, v ipomnosti MAG v koncentraci

1500 pg/ml bylo stejného pm ru dosa eno a na konci experimentalni doby.

Obecn lze ici, e srostouci koncentraci MAG klesa hodnéta r stova rychlosSiumax
doba trvani lag-faze se zvySuje a roste i dobaepot k dosa eni pm ru 1 cm. Tyto
vysledky se shoduji s praci Altieet al [19], ktei u parametr r stu Fusarium spp.

zaznamenali obdobné trendy.

Krom jednotlivych monoacylglycero] byly testovany i kombinace studovanych MAG
vpomru 1:1 scilem zjistit, zda nedochazi k synergickétninku. Nejuinn jSi byla
kombinace MAG k. kaprinové a kyseliny 1-adamantab&aylové, ktera mla v n kterych

p ipadech @ koncentraci 1000 pg.illstejny inhibini G inek jako samotny MAG k. kap-
rinové v koncentraci 1500 pg.thl Zde bylo zejm dosa eno synergického efektu dvou
r znych monoacylglycerol

Po vyhodnoceni experimentn vitro byly studovany dnky monoacylglycerol na r st
kvasinek a plisni v jableém mostu. Inhibni latka byla aplikovana pmo do mostu
vrozmezi koncentraci 50 — 1500 ugmlv pipad kombinaci MAG v rozmezi
200 — 500 pg.mi. R st kvasinek a plisni v jableém mostu byl sledovan po dobty
tydn , kdy po ka dém tydnu skladovani byl proveden mikodogicky rozbor nadkova-

nim vzorku moStu na sterilni Petriho misky s Funfggérem.

Ze ziskanych hodnot CFU.thize vSech ty tydn byly sestrojeny grafy, ze kterych
lze po srovnani s kontrolnim vzorkem bez monoagghgolu zjistit inhibini aktivitu

pro ka dy pou ity MAG a ka dou jeho koncentraci.

Jako nejuinn jSi ze studovanych latek Ize jednozmaur it MAG k. kaprinové, ktery
dokazal inhibovat rst mikromycet v jableném moStu po celou dobu skladovani
a to v koncentracich 250 — 1500 pg'mP idavek tohoto MAG do jabl@ého mostu
zp sobil také uplnou inhibici 1stu kvasinek po dobu 14 dnpo této dob byl r st kvasi-
nek zaznamenan u vSech testovanych koncentracto Tenasny inhibini efekt MAG
Ize vysv tlit adaptaci kvasinek na prostli s obsahem monoacylglycerolu, dale je mo né,

e monoacylglyceroly jsou postupregradovany vliveminnosti mikroorganizm.
Vpipad MAG Kkyseliny laurové a MAG kyseliny adamantankatové nebyly
na r st kvasinek v jableném mostu zjisSihy vyznamné inhibini U inky. P i studovéni vli-

vu t chto dvou MAG na mikromycety byl zaznamenastmikromycet jen v prvnim tydnu
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skladovani. Poté ji rst plisni zaznamenan nebyl. To mohlo byt takésapeno rostouci
koncentraci etanolu produkovaného kvasinkami. Nédrly jednoznan tvrdit, e r st
plisni byl zastaven inkem monoacylglycerolu, nebo obsahem alkoholu kvageném

mostu.

Z vysledk experimentalniasti prace, a to jak v podminkéaichvitro tak i v jablené Sav
vyplyva, e pouze MAG k. kaprinové by bylo mo né p@ k prodlou eni trvanlivosti
most . Na schopnosti tohoto MAG blokovatst mikromycet a kvasinek se shoduji mnohé
studie, autd se vSak rozchazi v otazceinné koncentrace. ihdkova [52] zjistila,
e p i koncentraci 1-monolaurinu 500 pg:mtloslo k Gpiné inhibici klieni spor plisn
Aspergillus nigerNa druhou stranu R ka et al.[14] ve své studii uvadi, e pkoncent-
raci 750 pg.mt nebyla pozorovana u 1-monolaurinu inhibicestu plisniin vitro
a pi koncentraci 500 pg.fitlnebyla zjistna ani inhibice rstu kvasinek. Nevyhodou MAG
k. kaprinové je skutaost, e pi vysSich koncentracich nepniv ovliv uje senzorické
vlastnosti ovocné &vy, co bylo zjiStno pi orientanich ichovych zkouskach. Mo nym
eSenim by mohla byt kombinace MAG k. kaprinovéngriii monoacylglyceroly ppadn
dalSimi antimikrobnimi latkami, které na cha v ni § avy nemaji vliv. Kombinace
monoacylglycerol testované v gdkladané praci vSak nelze dopotujeliko ve studova-
nych koncentracich 200 a 500 pg:hmebyly jejich inhibini G inky na r st kvasinek

a plisni v mosStu dostatee.

Sou asti prace byla také izolace kvasinek a plisnblejaého moStu pou itého pro studi-
um antimikrobnich dnk MAG. Celkem byly izolovanyty i druhy kvasinek. Tyto druhy
byly podrobn popsany a vyfotografovany. Na zakladikromorfologickych a makromor-
fologickych znak a jejich schopnosti fermentovat ié sacharidy byly taxonomicky

zaazeny dva izolaty jak8accharomycespp. aRhodotorulaspp.

V p ipad plisni bylo izolovano z mostu celkem 9 kmen toho bylo 5 taxonomicky za-
zeno (dva izolaty do rodRenicillium, jeden izolat do rod&hizopus dva izolaty do rodu

Mucor). Dv plisn byly bli e ur eny —Rhizopus stolonifer, Penicillium chrysogenum
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ZAV R

V této préci byly studovany inky t i monoacylglycerol: 1-monokaprinu, 1-monolaurinu
a monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylove& mst kvasinek a vlaknitych

hub (mikromycet) v grodnich ovocnych &vach.
Na zaklad ziskanych vysledklze konstatovat nasledujici zay:

v podminkéachn vitro Ize dosahnout inné inhibice rstu mikromycet po pdavku

1-monokaprinu

neju inn jSim inhibitorem rstu kvasinek byl 1-monokaprin, u kterého
byl vpipad koncentraci 250 — 1500 pg:Mlipln inhibovan rst kvasinek

v jable ném mostu po dobu 14 dni,

k Uplné inhibici rstu mikromycet po celou dobu skladovani mosStu dosSlo

u 1-monokaprinu v koncentracich 250 — 1500 ug,ml|

r st kvasinek v gtomnosti 1-monolaurinu a také vimmnosti MAG ACA
byl b hem prvnich dvou tydn spiSe zpomalen, k Uplné inhibicistu nedoslo

v adné koncentraci,

mikromycety rostly v gtomnosti 1-monolaurinu a také vipmnosti MAG ACA
pouze bhem prvniho tydne, poté byl jejichst zcela potleen u vSech koncentraci
MAG,

neju inn j&i kombinaci byla MAG C10:0/C12:0 v koncentracD5@.ml* , u které

byla pozorovana Uplna inhibicestu kvasinek po dobu 14 dn

u kombinaci MAG C10:0/C12:0 v koncentraci 506.m*, MAG C10:0/ACA
v koncentraci 200 g.m* a MAG C12:0/ACA v koncentracich 200g.mr*
a 500 g.ml* byl pozorovan rst mikromycet pouze v prvnim tydnu, poté byl jejich

r st zcela potlaen.

Na zéklad zjist nych zavr Ize tvrdit, e pidavkem 1-monokaprinu bylo mo né potia
r st ne adoucich mikroorganizmv nepasterizované jableé S4v po dobu 2 a 3 tydn,
Monoacylglycerol k. kaprinové by mohl byt vyu ivanpr myslové vyrob ovocnych Sav
jako pirodni konzervant, avSak pro dlouhodobé skladovdnbylo vhodné jej doplnit

n jakou dalSi metodou konzervace pro posileni jehiaki (nap. anaerobni prosdi,
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I Setrna pasterace). Zbylé dva monoacylglycero AG/IC12:0 a MAG ACA) vykazovaly

p ilis malé inhibini G inky.
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MAG monoacylglycerol
DAG diacylglycerol
TAG triacylglycerol

MAG C10:0 1-monokaprin, monoacylglycerol kyseliny kaprinové
MAG C12:0 1-monolaurin, monoacylglycerol kyseliny laurové

MAG ACA  monoacylglycerol kyseliny 1-adamantankaspove

Glu glukéza
Gal galaktoza
Sac Sacharoza
Lac Laktoza

Mal Malt6za
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Zpracované druhy
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