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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva problematikou antibakteridlniho ptisobeni mastnych kyselin na
bakterie schopné vytvaret latky zvané biogenni aminy. V teoretické ¢asti jsou charakterizo-
vany biogenni aminy a popsan jejich vyskyt v potravinach. Druh4 kapitola pojednava o vlivu
mastnych kyselin na buitku a popisuje mechanizmus t¢inku. Zminén je vliv antibakterialni
a antifungélni. Praktickd ¢ast prace ma za cil stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci mast-
nych kyselin na bakterie produkujici biogenni aminy. Zkouman je inhibicni efekt kyseliny
kaprylové, kaprinové a laurové na 10 vybranych kmenech bakterii zahrnujici zastupce lak-
tokokd, enterokoktl a enterobakterii. Z vysledki vyplyva, ze kyselina laurova ptsobi nejsil-
néji ze vSech tif mastnych kyselin. Inhibovala u vétSiny zvolenych kmenti jiz pifi nejnizsi

koncentraci 500 mg/1.

Klic¢ova slova: biogenni aminy, mastna kyselina, bakterie, inhibi¢ni efekt
ABSTRACT

Bachelor thesis deals with the problem of antibacterial action of fatty acids on bacteria
capable of producing biogenic amines. In the theoretical part are characterized biogenic ami-
nes and described their appearance in food. The second chapter discusses the fatty acid in-
jection of the cell and describes the mechanism of work dealing with the problem of anti-
bacterial action of fatty acids on bacteria capable of producing biogenic amines. The influ-
ence of antibacterial and antifungal is mentioned. The practical part of the study aims to
establish a minimum inhibitory concentration of fatty acids on bacteria producing biogenic
amines. The inhibitory effect of the caprylic, capric and lauric acid is investigated on 10
selected strains of bacteria, including representatives of dairy cocci, Enterococcus and ente-
robacteria. The results show that lauric acid has the strongest effect from all three fatty acids.

Most of the selected strains at the lowest concentration of 500 mg/1.

Keywords: biogenic amines, fatty acid, bacteria, inhibitory effect
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UvVOoD

V metabolizmu nékterych bunck bézné vznikaji a zanikaji mnohé biologicky aktivni a vy-
znamné slouceniny. Mezi takové patii také latky, které oznacujeme jako biogenni aminy.
Tyto latky se svym puisobenim podili na ovlivnéni biologickych funkci a pribéhu bioche-
mickych reakci vlastnich i cizich bun€k. V potravinach jsou produkovany dekarboxylacnimi
mikroorganizmy, pokud existuje prostiedi s vhodnymi podminkami pro syntézu. Pti urcitych
koncentracich mohou zptsobovat zdravotni komplikace, az otravy. Jejich vyskyt v potravi-
nach ovliviluje dostatecny vyskyt jejich prekurzor s kombinaci vhodnych podminek pro-
stiedi, které ovliviiuje zachdzeni se surovinami ptes vyrobu az po skladovani produktti. Ob-
sah jednotlivych biogennich amina ¢asto poukazuje na proces kazeni, resp. Cerstvosti suro-
vin, nebo findlnich potravinaiskych produktd. Pti vyrobé nékterych potravin je jejich zvy-
Send produkce béhem skladovani, zrani, suseni, aj. nezddouci. Z takovych divodi je vhodny
pridavek latek, které inhibuji tvorbu téchto sloucenin. Jednou z variant omezeni jejich ristu
je pusobeni mastnych kyselin na bakterie, jejichZ enzymaticky aparat dokdze tyto latky ve
vhodném prostiedi tvofit. Antimikrobni plisobeni nékterych mastnych kyselin bylo znamo
jiz dive. Podle toho, na jaky druh mikroorganizmu mastna kyselina plisobi se jedna o anti-
bakterialni, ¢i antifungélni aj. i€inek. Rozhodujicim faktem pii antibakterialni aktivité mast-

nych kyselin je jejich struktura, tzn. délka fetézce, popft. pozice a pocet dienovych vazeb.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika

Biogenni aminy (BA) jsou pfirozené organické antinutricni latky vznikajici jako produkt
metabolizmu organizmil - mikrobidlnich, Zivoc¢isnych a rostlinnych. Jedna se o nizkomole-

kularni, bazické slou¢eniny odvozené od aminokyselin.
Podle chemické struktury je délime na:

* aromatické - tyramin (TYM), 2-fenylethylamin (PEA)
alifatické - kadaverin (CAD)
heterocyklické - histamin (HIM), tryptamin (TRM)

* polyaminy - putrescin (PUT), spermidin (SPD), spermin (SPM), agmatin (AGM) [1]

Tabulka 1 Strukturni vzorce biogennich aminii

Biogenni amin Strukturni vzorec
Tyramln CHZCHzNH 2
OH

2-fenylethylamin CH,CH,NH,
Histamin \ H,CH,NH,

L}

H

Tryptamin CH,CH_NH,

o

H
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Tabulka 1 Pokracovani strukturnich vzorcu biogennich aminii

Biogenni amin Strukturni vzorec

Kadaverin

H.N \/\/\/NHz

Putrescin

H.N
2 \/\/\NHz

Spermidin /\/\/N H
H 2N /\/\NH 2

Spermin

H
HN /\/\N Ao AN~ NH,
H

Agmatin

H
H_N
NH

1.2 Faktory ovlivitujici vznik biogennich aminii

Dutlezitym ptedpokladem vzniku a mnozstvi vyprodukovanych BA je ptitomnost mikroor-
ganizmu s dekarboxyldzovou aktivitou, tj. produkujicich enzymy dekarboxylazy. Tyto en-
zymy patii do skupiny enzymu zavislych na pyridoxalfosfatu, jenz vyuZzivaji ke spravnému
fungovani kofaktor pyridoxal-5'-fosfat. V procesu dekarboxylace volnych aminokyselin od-
Stépuji molekulu oxidu uhli¢itého z aminokyseliny za vniku bazického aminu. MoZnou ces-
tou vzniku BA v organizmech je také transaminace aminokyselin a karbonylovych slouce-
nin. Samotn4 pfitomnost vhodnych enzymi, resp. prub¢eh ptislusnych reakci neni dostacu-
jici. Pottebné je nastoleni vhodnych podminek pro rlist a mnoZeni mikroorganizmi umoz-

nujici vznik BA. [3]
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Mezi takové podminky fadime: [3]

= pfitomnost volnych aminokyselin a cukrt pfi optimalni koncentraci 0,5-2%
= teplota

= pH4,0-55

= piitomnost NaCl (vétSinou inhibi¢ni charakter, kromé HIM a TYM)

» dodrzovani hygienickych postupt pfi praci se surovinami

= pro fermentované potraviny volit starterové kultury bez dekarboxylazové aktivity

Proteolyza je rozhodujicim faktorem pro dostatecny vznik volnych aminokyselin, jenz slouzi

jako nezbytny substrat pro formaci BA. [3]

Teplota ma taktéz dilezity vliv na obsah BA v potravinach. Velkych zmén se v mnozstvi
vzniklych BA odehrava pfti skladovani potravin, resp. plisobenim teploty pii skladovani. Pti
teplotach vysSich nez 10 °C mizZe obsah BA dosdhnout i toxickych davek, nebot’ rychlost
vzniku BA se zvySuje se stoupajici teplotou. Produkce BA je vyrazné snizena pti nizkych
teplotach vlivem inhibice mikrobialniho ristu a enzymatické aktivity. Morganella morganii
je znamy producent histaminu v motskych plodech, i pfi teplotich kolem 7-10 °C. [4,5]
Zjistilo se, ze Klebsiella pneumoniae produkuje kadaverin intenzivnéji pti 20 °C, nez pfi

10 °C, zatimco Enterobacter cloacae byl schopen produkovat putrescin pii 20 °C, ale nikoliv
pii 10 °C. [6] V chlazenych potravinach (chlazené Cerstvé ryby ulozené v ledu) mohou psy-
chrotolerantni bakterie aktivné pfispivat k akumulaci BA 1 pfi teplotach skladovani niz§ich
nez 5 °C, napi. Photobacterium phosphoreum a Morganella psychrotolerans. [7,8,9]
Hodnota pH prostredi je vyznamnym faktorem ovlivitujicim dekarboxyla¢ni aktivitu mikro-
organizmu. Nizké pH inhibuje rtst vétSiny bakterii majicich dekarboxylacni aktivitu. Na
druhou stranu nekteré bakterie vytvari ptislusné enzymy a uskuteciuji vznik BA jako sou-

¢ast ochrany buiiky pfed kyselym prostiedim. [10,11]

Piestoze vyssi koncentrace NaCl zplisobuje inhibici tvorby vétSiny BA, histamin a tyramin
chrani nékteré bakterie proti vysokému osmotickému tlaku a jejich obsah v takovém pro-
stredi vzristd. Mezi zdkladni podminky nefadime ptitomnost kysliku, nebot’ dekarboxylaéni

aktivitu vykazuji mikroorganizmy jak aerobni, anaerobni, tak i fakultativné anaerobni. [3]

Starterové kultury se vyuzivaji za cilem vylepsit a stabilizovat kvalitu fermentovanych pro-

duktti. Jejich pfitomnost by neméla negativné ovlivnit vysledné vlastnosti potraviny. [12]
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1.3 Vliv biogennich amini na lidsky organizmus

Nekteré BA (napt. HIM, TYM) mtzou podnécovat G¢inky jinych a mit tak vliv na priabéh
fyziologickych funkci lidského t€la, viz. tab. 2. Jiné mohou byt zdrojem dusiku a v riznych
biochemickych reakcich slouzit jako prekurzory hormont, nukleovych kyselin nebo pro-
teind, nebo mit vliv pfi imunitnich reakcich organizmu (HIM). V potravinach se podileji na

tvorbé vysledného aroma. [13,14,15]

Tabulka 2 Toxikologické a farmakologickeé ucinky BA v potravinach [14]

Prekurzor Biogenni Fyziologicky Toxikologicky | Toxikologicky
amin ‘s ucinek piimy | uinek nepiimy
ucéinek primy primy
histidin histamin vazodilatace otrava neni znam
hormonalni zmény | histaminem
vliv na riist a nesnasenlivost
. < histaminu
vyvoj bun¢k
alergické reakce
tyrosin tyramin vazokonstrikce nesnasenlivost | neni zndm
oy tyraminu
ovlivnéni hormo- y
nalni hladiny
tryptofan tryptamin | vazokonstrikce malo znamé neni znam
ovlivnéni hormo-
nalni hladiny
lysin putrescin prekurzor pro sper- | hypotenze podnécuje to-
min a spermidin xické u€inky
HIM a TYM
ornithin kadaverin | regulétor ristu bradykardia karcinogenni
. , . ucink
karcinogenni tachykardia y
putrescin spermin syntéza proteinl malo znamé karcinogenni
- ucink
spermidin | regulace nukleo- y
vych kyselin
L-arginin agmatin hormonalni medid- | neni znamé malo znamé
tor
antiproliferacni G¢i-
nek
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Z toxikologického hlediska mohou byt zejména sekundarni aminy prekurzory karcinogen-
nich slouc¢enin N-nitrosoaminti. Na rozdil od primarnich amina tvoii stabilni nebezpecné
produkty s kyselinou dusitou. [3] Ptisady pouzivané k Gpravé potravin jsou nejcastéjSim
zdrojem dusitanti v potravinach, ze kterych se vytvaii kyselina dusita a nasledn¢ oxid dusity.
Volné elektrony amoniového dusiku jsou nésledné piijimany oxidem dusitym za tvorby N-
nitrosamoniového ionu. Odevzdanim protonu z dusikového atomu tohoto ionu se vytvari
N-nitrosamin. [16]

Lidsky organizmus umi do urc€ité miry odbouravat BA, coz hraje kli¢ovou tlohu proti aku-
mulaci téchto latek v organizmu. U zdravych jedinct dochazi k metabolizaci BA ve stfevnim

traktu pomoci enzymi aminooxidaz a transferaz:

e monoaminooxiddza (MAO, EC 1.4.3.4)

e diaminooxidaza (DAO, EC 1.4.3.6)

e polyaminooxidaza (PAO, EC 1.5.3.11)

e histamin N-methyltransferaza (HNMT, EC 2.1.1.8) [17]

Monoaminooxidaza se podili na rozkladu katecholamini (noradrenalin, adrenalin, dopa-
min), serotoninu, melatoninu, tyraminu a dalSich latek patficich do skupiny monoamind.
Rozeznavame dvé aktivni formy tohoto enzymu, tj. MAO-A a MAO-B. Spole¢né s diami-
nooxidazou se nachéazi v leukocytech tenkého stfeva a jater, odkud se nésledné dostavaji
produkty oxidace BA do krevniho feciSté. Polyaminy jsou nejprve acetylovany, nasledné
oxidovany pomoci DAO nebo polyaminooxidazy. PAO odbourava spermin pies spermidin
na putrescin az do kone&né faze oxidu uhli¢itého a amonnych iontl. Uginnost detoxifikag-
niho systému BA v lidském téle neni dostacujici u jedinci trpicich alergiemi nebo uZivaji-
cich 1éciva pusobici inhibi€né¢ na MAO a DAO (antihistaminika, antimalarika, psychofar-
maka, aj.). Pfi konzumaci vysokého mnozstvi BA v potravé dochézi k naruSeni detoxifikace

a vznikajici BA se akumuluji v organizmu. [3,14,18]

Pacienti s gastrointestinalnim onemocnéni (napf. Crohnova choroba, gastritida, ulcerdzni
kolitida, syndrom drézdivého stfeva) maji snizenou aktivitu aminooxidéaz ve stievnim traktu

a jsou tak vystaveni vy$Simu riziku hromadéni a u¢inkiim BA v jejich téle. [19]


http://www.stefajir.cz/?q=katecholaminy
http://www.stefajir.cz/?q=serotonin
http://www.stefajir.cz/?q=melatonin
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1.4 Biogenni aminy v potravinach

Pfitomnost biogennich aminti mize byt oCekavana témétr v kazdé potraviné (masné pro-
dukty, ryby a rybi vyrobky, mléko a vyrobky z néj, cokolada, vejce, vino, pivo, ovoce, aj.)
skladajici se kromé jinych slozek z proteint a volnych aminokyselin, pfi nastaveni vhodnych
podminek pro dekarboxylacni a Zivotni aktivitu mikroorganizmi. V nizkych koncentracich
jsou tyto biologicky aktivni latky piirozené pritomné témet ve vSech potravinach také z toho
divodu, nebot’ v rostlinnych a zivocisnych pletivech vykonavaji spoustu diilezitych funkei,
napf. jsou tkdnovymi hormony (histamin), protoalkaloidy (hordein, gramin) nebo stavebnimi
latkami, jenz se ucastni biosyntézy dalSich hormont zivocichti a sekundarnich metabolitt
rostlin. N¢které jsou soucasti fosfolipidl a vitamint, halucinogeny (meskalin, psilocybin),

jiné jsou toxické. [3,13,14,15,16,20]

Nejvyssi obsah se vyskytuje u rybiho masa a vyrobkt, ve fermentovanych vyrobcich jako
jsou syry, masné produkty, zelenina a produkty ze s6ji. U alkoholickych napoji se jedna

zejména o pivo a nekterd vina. [14]

V potravindch nefermentovanych nachézi BA uplatnéni jako dobry ukazatel rozkladu a ka-
zeni dané hmoty. U zkazenych produkti se velmi casto objevuji vysoké koncentrace hista-

minu a putrescinu [21]

Mezi nejvyznamnéjsi bakterialni zastupce produkujici BA v rybim mase patii Clostridium
perfringens, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus. mirabilis, P. vulgaris,
Enterobacter aerogenes, Bacillus spp. a Staphylococcus xylosus. Hojny vyskyt v syrech za-
pri¢inuji zeyména Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. plantarum, L.
casei, L. acidophilus, Enterococcus faecium, Bacillus macerans a Propionibacterium spp..
Ve fermentovanych masnych vyrobcich se podileji na vzniku bakterie rodu Pediococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus, Micrococcus, a také zéastupci celedi Enterobac-

wevr

a u piva pfislusni zastupci kvasinek. [3]

1.4.1 Vyskyt biogennich aminii v syrech

Syry patii k potravinam s vysokym obsahem bilkovin. Pisobenim enzymatické a mikrobi-
alni aktivity dochézi k degradaci ptitomnych kaseinovych bilkovin. Tvofi se volné amino-

kyseliny jako zékladni substrat pro tvorbu BA. Dominantnim faktorem vzniku BA v syrech
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je také délka zrani a skladovani produktii. V procesu zrani se zvySuje mnozstvi BA z pouzi-
tého mléka (do 1 mg/kg) na jednotky az stovky mg/kg vysledného produktu. Stanoveni hla-
diny BA v syru muze slouzit jako parametr hygienické kvality nebo jako indikator stupné
proteolyzy. Podle hladiny BA miizeme také odhadnout Cerstvost nebo proces kazeni vy-
robku. Z tohoto diivodu je podstatné ovladani hygienickych standardii pii ziskavani mléka a

poté dodrzovani spravné vyrobni praxe. [6,22,23,24]

Hlavni BA vyskytujici se v syrech jsou tyramin, histamin, putrescin, kadaverin. Hodnoty
téchto latek se pohybuji az ve stovkach mg/kg. Nizsi hodnoty zaznamenavame v syrech u
tryptaminu a 2-fenylethylaminu. Dle typu syra se lisi slozeni a hladina jednotlivych BA.
Vysoky obsah téchto biologicky aktivnich latek byl zjistén u syrt mekkych zrajicich (napf.
Zlato, Camembert) a s vysokodohfivanou syfeninou (napf. Grana Padano, syry emental-
ského typu). Syry kozi, plistiové a s nizkodohtivanou syfeninou obsahuji zvySend mnoZstvi
BA. Nizka koncentrace BA se nejcastéji vyskytuje u syrt smetanovych, mékkych termizo-

vanych a také Cerstvych (napf. mozzarella, cottage). [25]

PtestoZe histamin neni zafazen v tab. 3, jeho obsah v syrech byva stejné¢ vysoky nebo nizsi,
jako u vySe zminénych BA. Po rybach patii pravé syry k druhym nejcastéj$im potravinam,
u kterych doslo k otravé histaminem. Prvni zaznamenany ptipad se stal v roce 1967 v Ho-
landsku po poziti syru Gouda. Od té doby byly zaznamenany mnoh¢é piipady u dalSich typt

syri na izemi Severni Ameriky 1 Evropy. [26]

Tabulka 3 Nejcastejsi BA v riiznych typech syru [26]

Typ syra Biogenni aminy

Brie kadaverin, putrescin

Cedar kadaverin, 2-fenylethylamin

Gouda kadaverin, putrescin, tryptamin, tyramin

Mozzarella kadaverin

Parmesan tryptamin

Edam 2-fenylethylamin, putrescin, tryptamin,
tyramin
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Tabulka 4 Obsah BA [mg/kg] v cerstvych vzorcich vybranych syrii [24]

- Typ syra
Biogenni Nezrajici | Tvrdy zrajici | Tvrdy zrajici Kozi syr Plisnovy syr
amin z pasterova- | ze syrového
né¢ho mléka mléka

TYM nd-0,6 nd-301,4 nd-609,4 nd-830,5 nd-1585,4

HIS nd nd-163,6 nd-391,4 nd-88,4 nd-376,6
PEA nd nd-32,0 nd-29,7 nd-11,7 nd-39,7
TRM nd nd-45,1 nd-33,8 nd-17,4 nd-128,8
PUT nd-3,1 nd-611,7 nd-670,1 nd-191,8 3,0-257,2
CAD nd-1,5 nd-710,1 0,9-368.,5 nd-88.7 nd-2101.,4
SPD nd-0,8 nd-43,0 nd-39,6 nd-14,5 nd-71,6
SPM nd-1,1 nd-18,7 nd-21,5 nd-3,6 nd-18,9
AGM nd nd-22,0 nd-27,2 nd-3,2 nd-28,5

Legenda: nd - nedetekovino

1.4.2 Vyskyt biogennich aminii v mase a fermentovanych masnych vyrobcich

Hlavni zastoupeni BA v mase patii tyraminu, kadaverinu, putrescinu a histaminu. Ve znac-
ném mnozstvi obsahuje Cerstvé maso také polyaminy spermidin a spermin. Zejména maso
teplokrevnych zivocichli obsahuje vyssi davky sperminu, tj. 20-60 mg/kg. Na druhou stranu
obsah spermidinu v mase ptresahuje velmi zfidka 10 mg/kg. Rozdilny obsah vysSe zminénych
dvou polyamint je typicky pro potraviny zivo¢isného ptivodu ve srovnani s témi pochézeji-
cimi z rostlinnych zdroji. Vyskyt BA ve fermentovanych masnych vyrobcich je ovlivnén
kombinaci faktorti, jejichz navaznost je zndzornéna ve schématu na obr. 1. Nizka kvalita
vstupnich surovin, poptipad¢ jejich sekundarni kontaminace mivaji ¢asto za nasledek zvy-
Seny obsah BA ve fermentovanych masnych vyrobcich. Nevhodné zachazeni béhem vyrob-
niho postupu a skladovani surovin ovlivituje taktéz zvySeny vyskyt BA v téchto vyrobcich.
Celkovy pocet BA v takovych produktech se pohybuje v jednotkéch az stovkach mg/100 g.
U fermentovanych masnych vyrobkl se vyuzivaji v procesu zrani k fermentaci starteroveé

kultury mikroorganizmii. Piisobenim jejich enzymatického a metabolického aparatu dochézi
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k fermentaci. Takové mikroorganizmy avSak samy Casto vykazuji dekarboxyldzovou akti-
vitu a pfispivaji tedy ke zvySeni obsahu BA ve vyrobku. Béhem fermentacnich déji se zvy-
Suje obsah volnych aminokyselin zvySenim neproteinové frakce dusiku. Zvyseni kyselosti
prostiedi, dehydratace vyrobku a ptisobeni chloridu sodného podporuji ptisobeni nékterych
endogennich enzymi uskuteciiujicich protedzovou aktivitu v mase. Znacny vliv na obsah
BA ve fermentovanych masnych vyrobcich ma metoda zpracovani, pfitomnost aditivnich

latek, primér salamu, aj. Pii delSim skladovani vznika vétsi obsah BA. [3,27]

Masné produkty

Toxicita

P

¥oine + Dekarboxylazy > . LA,
aminokyseliny aminokyselin Biogenni aminy

r 3 T \

Index kvality

Syrové maso 4—— Mikroorganizmy 4—————— Podminky vyroby a skladoviani

, S ,.’"’;Emembacrerz'acec;é\“\\ ,f"/ Zachazeni Se“‘\"

/" Slozeni ‘mas’a Pscudomonadaceae /"‘ surovinami
Ob.sah \-Oh'll}’Ch ‘.II i Micrococcaceae | { C‘as;’Teplota
aminokyselin i\ DBakterie mlééného i Baleni
Obsahtuku [\ kvateni a. | Aditivni latky
pH aj. e s Vafeni

e - \\\“‘ aj.

Obrazek 1 Faktory ovlivijici produkci BA v mase a masnych produktech [28]

1.4.2.1 Starterové kultury

Volba vhodné starterové kultury s aminooxiddzovou aktivitou ma velky vliv pfi vyrobé fer-
mentovanych masnych vyrobkl. Nékteré kmeny Staphylococcus xylosus dokazi rozlozit po-
mérné€ znaéné mnoZstvi histaminu a tyraminu v téchto vyrobcich. Aminooxidazovou aktivitu
vykazuji bakterie Staphylococcus carnosum, Brevibacterium linens a také zastupci bakterii
mlécného kvaSeni, napt. rody Lactobacillus, Pediococcus. Pfi vybéru mikroorganizmi pro
vyrobu takovych vyrobkiit musi byt zohlednény specifické pozadavky na dany fermentacni
proces. Starterové kultury zptsobuji okyseleni prostiedi produkci kyseliny mlééné, ¢imz do-
jde k nastoleni nizkého pH. Tento efekt napomaha pfi suSeni a tvorbé charakteristické barvy
a pevnosti suSenych fermentovanych masnych vyrobka. Mikrokoky vykazuji proteolytické
a lipolytické ucinky a ve spolupraci s koaguldza-negativnimi stafylokoky se podili na tvorbé

vysledné barvy a aroma vyrobku. Produkci enzymu kataldzy chrani vyrobky pted zluknutim.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

V technologickém procesu je obvyklé zastoupeni jednoho nebo vice kmeni bakterii mléc-
ného kvaSeni v kombinaci s kmeny mikrokoki a stafylokokll. V evropskych zemich prevlada
pouzivani kment Lactobacillus curvatus a Lactobacillus sakei. Bakterie L. sakei se jevi jako
vhodnéjsi pro pouziti jako starterova kultura, nebot’ na rozdil od bakterie L. curvatus umi
produkovat niz$i poc¢et BA. Pouziti pouze L. sakei miize mit preventivni vliv na nizsi obsah

BA ve fermentovanych masnych vyrobcich. [27]

1.4.2.2 Index biogennich aminii (BAI)

Koncentrace nékterych BA (TYR, PUT, CAD) pfirozen¢ roste béhem procesu vyroby a skla-
dovani masa a produktii z n¢j, zatimco u jinych (SPM, SPD) kles4, nebo zlstava konstantni.
Obsah BA v potravin¢ slouzi jako ukazatel urovné hygienickych podminek zachazeni se
surovinou a jejim naslednym zpracovanim. Z téchto ditvodi byl zaveden tzv. index biogen-
nich amint (BAI), jehoz hodnota poukazuje na kvalitu, resp. proces kazeni dané suroviny.
Objektivnéjsi vysledky jsou Castéji u Cerstvého masa a tepelné osetfenych produkti nez u

fermentovanych, kde mtize hodnotu ovlivnit aktivita starterovych kultur.
Hodnotu BAI vypocitame podle vztahu:

cHIM + cPUT + cCAD
1+ ¢cSPM + ¢cSPD

kde:

HIM  histamin
PUT putrescin
CAD kadaverin

SPM  spermin
SPD  spermidin
c koncentrace BA [mg/kg] [27]

BAI <1 velmi kvalitni maso
BAI 10 a vice Spatnd kvalita, mozné kaZeni

Cerstvé maso by mélo obsahovat velmi nizké koncentrace nebo nulové PUT a CAD, avsak

v disledku kazeni masa dochazi ke zvySeni obsahu téchto BA. [3,28]
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1.4.3 Vyskyt biogennich amini v rybim mase

NejcastejSim pivodcem intoxikaci zptisobenych biogennimi aminy jsou ryby a nékteré mot-
ské plody. Jsou to zejména zastupci ¢eledi Scrombridae, jimz se ptisuzuje nejvice piipada
otravy histaminem. Dle latinského nézvu Celedi se oznacuje tato intoxikace jako skombro-
toxikoza. Dostateény obsah volného histidinu v mase téchto ryb slouzi jako nutny piedpo-
klad pro vznik BA. Histidin je nasledné v télech téchto zivocichi metabolizovan dvéma me-
chanizmy. Deaminaci aminokyseliny histidinu na kyselinu urokanovou, nebo dekarboxylaci
za vzniku histaminu. Deaminace probihd za normalnich fyziologickych podminek castéji.
Dekarboxyla¢ni reakce se mohou uplatiiovat pii bakteridlni kontaminaci masa. Vytvofit do-
state¢n¢ vysoké davky histaminu pro zptisobeni zdravotnich komplikaci vSak také dokaze
bézné mikrobidlni populace tél motskych ryb. V rybi svaloving€ se priimérné nachazi asi

1-15 mg HIM na 100 g masa. Za nevhodnych skladovacich podminek se mohou hodnoty
dostat az k toxickym davkam, tj. nad 100 mg/100 g. V rybim mase nezaznamenavame pfi-
tomnost pouze HIM. Byly nalezeny také cetné davky jinych BA, a to v télech makrel, sled’t,
tundka a sardinek. Pro posouzeni kvality rybiho masa z pohledu vyskytu BA slouzi hodnota

vyse zminovaného indexu biogennich aminil. [3,6,20]

1.4.4 Vyskyt biogennich amini ve viné

BA jsou tvoreny béhem rtiznych etap vyroby i béhem skladovani vina. Pfi vyrob¢ vina se
uplatnuji dva vyznamné typy fermentace. Alkoholové kvaseni, kdy za anaerobnich podmi-
nek aktivitou kvasinek dochézi ke zkvaSovani rostlinnych sacharidli za vzniku ethanolu,
oxidu uhli¢itého, uvoliiuje se energie a teplo. Nejvétsi produkci BA v této fazi vykazuji kva-
sinky Kloeckera, Brettanomyces bruxellensis, Candida a Saccharomyces cerevisiae. Po al-
koholovém kvaseni nastava jable¢no-mlécné kvaseni. Behem tohoto spontanniho procesu
vznikd laktat dekarboxylaci kyseliny jable¢né ¢innosti bakterii mlécného kvaseni. Tato pre-
ména se podili na snizeni kyselosti napoje. Produkuji se také aromatické latky, latky ovliv-
fujici chut’ a viini vina. Prabéh umoziuji nékteré rody bakterii — Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus a Pediococcus. Jako nejbéznéjsi kultura umoziiujici tento proces se vyuzivaji
kmeny bakterie Oenococcus oeni. Tato bakterie dokaze rozkladat arginin za produkce ami-

nokyseliny ornithinu, ktery slouzi jako prekurzor BA putrescinu. Na konci alkoholového

kvaSeni je ¢asto mnozstvi BA nizsi, zatimco v pribéhu jable¢no-mlé¢ného kvaseni se mirné

.....
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1.4.5 Vyskyt biogennich amini v pivu

Z pohledu mikrobiologie patii pivo k potravindm s nizkym rizikem nachylnosti ke kaZeni.
Tento fakt podporuje hned nékolik aspektl, prvnim z nich je pfitomnost ethanolu dle typu
piva v rozmezi 0,5-10 % w/w, slozek hotkého chmele 17-55 mg/kg iso-a-kyselin, vysoky
obsah oxidu uhli¢itého (vétsinou 0,5 % w/w) a nizké pH v rozmezi 3,8-4,7. Dalsi podstatny
vliv na niz$i pfitomnost mikroorganizmi ma velmi nizka ptitomnost kysliku pod 0,1 ppm.
Pouhé stopy glukédzy, maltdézy a maltotriézy nepodporuji prostiedi vhodné pro mikroorga-
nizmy. Pfesto n¢které bakterie se dokdzi pomnozit 1 béhem vyrobniho a skladovaciho pro-
cesu. Produkuji tak latky zptsobujici organoleptické vady a vznik nezadoucich sloucenin,
napt. BA. Pti ptekroc¢eni urCitych davek v BA organizmu se projevuje jejich pritomnost né-
kterymi nepfijemnymi symptomy, jako jsou napf. migrény, bolesti hlavy, zavrat, hyper-
tenze, aj. Pro nékteré konzumenty se tak pivo stdva rizikovou skupinou potravin. Vysoky
piva. Z pritomnosti zivin a dostatku prekurzort tak rychle vznikaji BA. V posledni fad¢ vliv
BA na organizmus a jejich delsi dobu piisobeni miize ovlivnit pfitomnost alkoholu, inhibi-
toru monoaminooxiddzy, enzymu, jenz hraje kli¢ovou roli v odbouravani BA z lidského téla.
BA vyskytujici se v pivech ve vétsim zastoupeni mohou pochazet z dekarboxylac¢ni ¢innosti
pfisluSnych mikroorganizmi. V takovém piipad¢ se jedna zejména o HIM, TYM a CAD.
jsou chmel, slad a mladina. Pfitomnosti pivovarskych kvasinek a v plivodnim sladu zazna-
menavame vyssi koncentraci AGM, SPD, SPM, a PUT, nez u chmele a jinych slozek pro
vyrobu piva. Hladiny HIM, PEA, TYM a CAD se zvySuji béhem kli¢eni je¢mene. Na sku-
te€né slozeni a koncentraci jednotlivych BA ve sladu maji velky vliv teplota, intenzita zrani
a odriida je¢mene. Béhem hlavni fermentace mladiny stoupaji hladiny TYR, HIM, a CAD.
Pocatkem rmutovani byva snizen vyskyt PUT a AGM. Bakterie izolované béhem fermentace
pii vyrobé piva odpovédné za produkci zejména TYM a TRM byly identifikovany jako za-
stupci rodu Pediococcus, napt. P. damnosus. Efektivnim zpisobem snizeni produkce TYM
je moznost promyti pouzitych kvasinek kyselinou fosforecnou, coz snizuje pfitomnost z4a-

stupcti rodu Pediococcus a tim 1 koncentraci TYR. [30,31]
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2  ANTIMIKROBNI PUSOBENI MASTNYCH KYSELIN

2.1 Mastné kyseliny

Latky patfici do skupiny lipida se sklddaji z mnoha chemickych sloucenin. Mezi takové
latky fadime monoacylglyceroly, diacylglyceroly, triacylglyceroly, fosfatidy, cerebrosidy,
steroly, terpeny, alkoholy a mastné kyseliny (MK). MK ve svych fetézcich obsahuji uhlik,
vodik a kyslik. Délka uhlovodikovych fetézct se 1isi, avSak spoleénym znakem je pfitomnost
karboxylové skupiny na jednom konci skeletu. MK pochazejici z ptirodnich zdroji ve vét-
Sin€ pfipadii maji fetézec o sudém poctu atomi uhliku, nebot’ v procesu jejich syntézy do-
chézi k adici dvou uhlikatych jednotek na dvouuhlikovy prekurzor acetyl-CoA. MK délime
podle ptitomnosti a poctu nasobnych vazeb v molekule. Nasycené MK neobsahuji zadné
nasobné vazby. Mononenasycené MK obsahuji jednu dvojnou nebo trojnou vazbu v fetézci
a polynenasycené dvé a vice takovych vazeb. U nenasycenych MK obsahujicich dvojnou
vazbu rozeznavame dle relativni polohy alkylovych skupin dvé mozné konfigurace, cis a

trans. Cast&jsi vyskyt u MK v piirodé zaznamenavame v cis konfiguraci. [32]

2.1.1 Volné mastné kyseliny (VMK)

Nedilnou souc¢asti bunéénych struktur jsou latky lipidické povahy — fosfolipidy a triacylgly-
ceroly. MK mohou byt uvolnény z lipidii enzymatickou aktivitou. Enzymy lipazy hydroly-
Néekdy mohou byt odStépeny MK na zéklad¢ jejich pozice v lipidu, délce a nenasycenosti
uhlovodikového fetézce. V téchto ptipadech vznikaji volné mastné kyseliny. Na jednom
konci uhlovodikového fetézce obsahuji hydrofilni karboxylovou skupinu a na druhém me-
thylovou skupinu. Uhlovodikovy fetézec je hydrofobni, tim padem celd molekula je amfipa-
ticka. Biologicka aktivita VMK ma tlohu v obrané hostitele proti potencidlnim patogennim

nebo oportunistickym mikroorganizmtiim. Nekteré takové ucinky jsou vybrany v tab. 5. [33]
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Tabulka 5 Ucinky vybranych mastnych kyselin [33]

Mastna kyselina Sumarni vzorec a Inhibice

nasycenost vazeb

Kaprylova C8:0 fasy, G+ bakterie, protozoa, viry

Kapronova C10:0 fasy, G+ a G- bakterie, houby,

protozoa, viry

Laurova C12:0 fasy, G+ a G- bakterie, houby,

protozoa, viry

Myristova C14:0 G+ a G- bakterie, houby, viry
Palmitolejova C16:1%° G+ a G- bakterie, houby, viry
Olejova C18: 1% fasy, G+ a G- bakterie, houby,

protozoa, viry

Arachidonova C20:4 48 11,14 fasy, viry, G+ a G- bakterie

Dokosapentaenova C22:54% 8 11.14.17 G+ a G- bakterie

2.1.1.1 Antibakterialni aktivita volnych mastnych kyselin

Antibakterialni aktivita volnych mastnych kyselin je ovlivnéna jejich strukturou a tvarem,
tzn. délkou fetézce, pozici a poctem dvojnych vazeb. Vyznamnou se ukazuje ptitomnost
hydroxylové skupiny, ktera je soucasti karboxylové, protoZze methylované VMK vykazuji
snizenou, nebo dokonce zadnou inhibi¢ni aktivitu. Nenasycené VMK se stiedné dlouhym a
kratkym fetézce obvykle zaznamendvaji intenzivng&jsi vliv proti riistu gram-pozitivnich nez
gramnegativnich bakterii. Dvojné vazby v konfiguraci cis ovlivilyji inhibici pozitivnéji nez
jejich trans izomery. MozZné vysvétleni tkvi ve faktu, Ze struktura ¢rans nenasycenych MK
se podoba nasycenym a tyto maji niz8i efekt nez nasycené o fetézci se stejnym poctem atomu
uhliku. U nasycenych MK ptisobi nejsilnéji kyseliny s 10 nebo 12 uhliky. Neni ptfesné
znamo, jak VMK uplatiiuji svoje antibakterialni ptisobeni. Pravdépodobnym hlavnim cilem
je membrana bakterialnich bunék a zasah do ¢etnych procesti probihajicich uvniti a na mem-

bran€. Takové chovani je schematicky znazornéno na obr. 2. Né&které negativni G€inky na

Mrwe
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cimi z jejich amfipatické struktury. VMK mohou ovlivnit produkci bakterialni energie naru-
Senim fetézce transportu elektronti a narudenim oxidaéni fosforylace. Retézec transportu
elektront je lokalizovan na vnitini membrané bun¢k gram-pozitivnich a gram-negativnich
bakterii. Jedna se o systém, ve kterém jsou pienaseny elektrony pomoci specifickych pfena-
Secl za postupného snizovani jejich energie. Poslednim krokem je pfeneseni dvou elektronti
na akceptor kyslik za vzniku molekuly vody. Pisobenim nenasycenych VMK dochazi ke
kompletni dislokaci elektronti mezi pfenaSe¢i a na membrané, coz zpusobi zvyseni plynu-
losti membrany, coz vede k jeji rostouci nestabilité. Mezi dalsi piisobeni VMK patii unik
bunéénych metaboliti z buniky bakterie, kompletni lyza bunék a autolyza. Membranové a
cytozolické enzymy, v¢etné pozadovanych pro biosyntézu mastnych kyselin mohou byt inhi-
bovany ve své aktivité. Plsobenim pfimo na transportni protein zptsobuji naruseni piijmu
zivin bunkou, coz mize byt také nepiimy vysledek neschopnosti buitky produkovat ATP.
Peroxidacni a autooxidacni produkty VMK mohou mit také skodlivé ucinky na butiku a hraji

roli pfi jejim usmrceni. [33]

2.1.1.2 Antifungalni ucinky volnych mastnych kyselin

Mastné kyseliny a jejich derivaty se jevi jako vhodné alternativy antimikrobidlnich latek.
Jejich uc¢innost mnohdy nedosahuje efektu nékterych chemickych fungicidii, avsak moznost
biologického rozkladu je fadi k latkam s menSim rizikem pro Zivotni prosttedi. MK jsou po-
volenymi potravinarskymi ptidatnymi latkami. Neméné je vyznamny i fakt, ze vii¢i antifun-
fungalnich mastnych kyselin je buné¢nd membrana. ZvySenim membranové permeability
zpusobuji tnik intracelularnich slozek a bunéénou smrt. Dalsi cile zahrnuji zastaveni syntézy
proteint analogy kyseliny myristové, metabolizmem mastnych kyselin a aktivitou topoi-
zomerazy. U nasycenych MK je diileZita pfitomnost hydrofobni skupiny. ZvySeni hydrofo-
bicity s delsi délkou fetézce vSak muize sniZit rozpustnost MK ve vodnych systémech. Ky-
selina laurova (C12:0) ma nejvhodnéjsi rozloZeni mezi hydrofilnimi a hydrofobnimi skupi-
nami. Kyselina kaprylova (C8:0) m4 inhibi¢ni Gi€inky na zastupce kvasinek 1 vieckovytrus-
nych hub, jako jsou napt. Alternaria solani, Cucumerinum lagenarium, Fusarium oxyspo-
rum, Kluyveromyces marxianus, Myrothecium verrucaria, Saccharomyces cerevisiae, Tri-
choderma viride. Kyselina kaprinova (C10:0) ptisobi antifungalné proti zastupctim rodu A/-

ternaria, Apergillus, Candida, Rhodotorula, aj. [34]
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Maruieni fetézce transportu elektroni: Interference - oxidativni fosforylace:
- pfim& vazba na nosite elektrond - prevence spravné funkce ATP syntazy pfimou
- vloieni mezi nosite brani jejich interakci vazbou nebo Gplnym vyt&snénim z membrany
- pfemisténi nositd z membrany - redukce protonového gradientu zvySenim permeability
- zabranéni interakce nosiée snizenim plynulosti membran pro protony nebo VMEK disociaci protonu uvnitf
membrany buriky a naslednym navratem do extracelularniho
prostoru.
4H*

3g*

Unik metaboliti

Vznik
peroxidatnich a
autooxidaénich

Lyza bunky

Indukce
autolyzy

Inhibice piijmu
nutrientd

Inhibice
biosyntézy VMK

Inhibice
enzymi

Obrazek 2 Schématické zndazorneéni mozného antibakterialniho piisobeni VMK na buiiku [33]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni inhibi¢niho vlivu vybranych mastnych kyselin

na bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou.

Dil¢éi cile prace:

Teoreticka Cast:

» charakteristika biogennich amint
= popis vyskytu biogennich aminl v potravinach

» charakteristika antimikrobniho pisobeni mastnych kyselin
Prakticka ¢ast:

= pfiprava ptislusnych koncentraci mastnych kyselin

» sledovani inhibi¢niho vlivu danych mastnych kyselin na vybrané kmeny bakterii

= zpracovani dat

* stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci mastnych kyselin na dekarboxylaza-

pozitivni bakterie
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4 MATERIAL, VYBAVENI, METODY

4.1 Material

4.1.1 Kultiva¢ni média

Mikroorganizmy byly pomnoZeny na ptidach BHI (Brain Heart Infusion; HiMedia) a M17
(Terzaghiho agar; HiMedia). Pro patogenni koky a nutricné narocné mikroorganizmy byla
pouzita piida BHI. Laktokoky byly pomnoZzeny na pudé M17. Samotné stanoveni bylo pro-
vedeno v ptislusnych bujonech. K ptipravé agarti a bujonll byla vyuzita destilovana voda.

Pudy byly autoklavovany pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Tabulka 6 Slozeni pudy BHI

Slozka Mnozstvi [g/1]
teleci mozkova infuze 200,0

hovézi mozkova infuze 250,0
proteosovy pepton 10,0

NaCl 5,0
hydrogenfosfore¢nan disodny | 2,5

dextroza 2,0

Pro ptipravu 1 1 bujonu je tieba 37,0 g agaru.

Tabulka 7 Slozeni piidy M17

Slozka Mnozstvi [g/1]

enzymaticky hydrolyzat kaseinu 2,50

masovy pepton 2,50
sOjovy pepton 5,00
kvasni¢ny extrakt 2,50
hovézi extrakt 5,00

laktoza 5,00
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Slozka Mnozstvi [g/1]
kyselina askorbova 0,50

siran hofecnaty 0,25
B-glycerolfosforecnan disodny 19,00

Pro ptipravu 1 I bujénu je tieba 42,25 g agaru.

4.1.2

Mikroorganizmy

Pro tuto bakalaiskou praci bylo vyuzito 10 kmenti dekarboxyl4dza-pozitivnich bakterii. Bak-

terie byly ziskany ze sbirky mlékaiskych kultur Laktoflora (CCDM) a z Ceské sbirky mi-
kroorganizmt (CCM).

4.1.3

Enterococcus durans CCDM 2665
Enterococcus faecalis CCDM 53

Enterococcus faecalis CCDM 4224
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 8§24
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946
Proteus mirabilis CCM 7188

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Mastné kyseliny

4.1.3.1 Mikrotitracni dilucéni metoda

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci byly pouzity kyseliny kaprylova (C8:0),

kaprinova (C10:0) a laurova (C12:0). Zasobni 5 % (w/v) roztok byl pro kazdou kyselinu

pfipraven rozpuSténim 2,25 g kyseliny (vSechny Sigma-Aldrich) ve 45 ml ethanolu (Sigma-

Aldrich). Roztok kazdé kyseliny byl nafedén ptislusSnym bujénem na poZzadované koncen-

trace do celkového objemu 1 ml, viz. tab. 8. Pro kazdou desticku byly roztoky s bujonem

pfipraveny nove.
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Tabulka 8 Priprava koncentraci MK

cMk [mg/ml] Vs [pl] Vi [ul]
500 990 10
1000 980 20
1500 970 30
2000 960 40
2500 950 50

kde:

cMk — vysledné koncentrace mastné kyseliny [mg/ml]
VB — objem bujonu [pl]
Vk — objem kyseliny [pl]

4.1.3.2 Zaznamnik riistu bunék

Inhibi¢ni ptsobeni jednotlivych MK na mikroorganizmus Salmonella enterica subsp. ente-
rica ser. Enteritidis CCM 4420 byl pozorovan pomoci zdznamniku rastu bunék RTS-1C
(BioSan). Pro tento kol byly kyseliny natedény do bujonu BHI dle tab. 9.

Zasobni 5 % (w/v) roztok mastnych kyselin byl pouZit jako u mikrotitracni dilu¢ni metody.

Tabulka 9 Priprava koncentraci MK — zaznamnik riistu bunék

cMK [mg/ml] Vg [ul] Vi [ul]

500 19800 200

1000 19600 400

1500 19400 600

2000 19200 800

2500 19000 1000
kde:

cMk — vyslednd koncentrace mastné kyseliny [mg/ml]
VB — objem bujonu [pl]
Vk — objem kyseliny [pl]
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4.1.4 Fyziologicky roztok

Pro ptipravu suspenze bakterii byl vyuzit 0,9 % (w/v) fyziologicky roztok ptipraveny roz-

pusténim 1,35 g NaCl (Penta) ve 150 ml destilované vody a nasledné autoklavovan.

4.2 Vybaveni
Pro vypracovani této bakalarské prace byla vyuzita nize uvedend zafizeni a pomucky:

= Analytické vahy Sartorius, BA 110 S

= Autoklav Systec 2540EL

» Automatické mikropipety Finnpipette F2, Nichyrio

* Biologicky termostat Memmert INE 600

» Chladnicka Electrolux

» Fotometr TECAN Sunrise TW/TC

» Osobni bioreaktor RTS — 1C (zdznamnik ristu bunék; BioSan)
» tuby TubeSpin Bioreactor 50 ml

= laboratorni vybaveni (sklo, pomicky)

4.3 Metody

4.3.1 Priprava mikroorganizmu

Kmeny bakterii byly uchovavany v mrazicim boxu pii —80 °C. Po vyjmuti byly oziveny
v piislusnych bujonech pii 30 °C. Nasledné byly zaockovany na pevné pldy kiiZovym roz-
térem a kultivovany 24 h pti 30 °C. Po kultivaci byla pro dilu¢ni metodu i1 osobni bioreaktor

pfipravena suspenze bunck ve fyziologickém roztoku o zékalu 1,0 dle stupnice McFarlanda.

4.3.2 Mikrotitracni dilu¢ni metoda

Inhibi¢ni efekt byl uréen na zdkladé méteni optické denzity suspenze bunek v bujonu o po-
zadované koncentraci MK pomoci fotometru TECAN Sunrise TW/TC. Do kazdé jamky mi-
krotitracni desti€ky byl napipetovan objem 200 ul kultivaéniho média s ptisluSnou koncen-
traci MK. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 5 ul suspenze bakterii. Do prvniho fadku
byl napipetovan pouze bujon bez mikroorganizmu. Desticka byla métfena kontinualné 24 h

pii teplote 30 °C a vlnové délce 600 nm. Nasledné byly sestrojeny grafy zavislosti optické
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denzity na Case. Z vypracovanych riistovych kiivek byla ode¢tena minimalni inhibi¢ni kon-

centrace (MIC) dané kyseliny pro kazdy mikroorganizmus.

Tabulka 10 Schéma zaockovani mikrotitracni desticky

- |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |b b b b b b b b b b b b

B cg |C8 |C8 |C8 |C8 |C8 |C8 |C8 |C8 |C8B |C8 |C8
0 0 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1500 | 1500 | 2000 | 2000 | 2500 | 2500

C C10 | C10 | C10 | C10 [ Cl10 | C10 |Cl10 |Cl10 |C10 |C10 | C10 |C10
0 0 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1500 | 1500 | 2000 | 2000 | 2500 | 2500

D Cl2 |Cl12 |Cl12 |CI2 |C12 |Cl12 |Cl2 |CI2 |C12 |Cl12 |Cl2 |CI2
0 0 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1500 | 1500 | 2000 | 2000 | 2500 | 2500

Legenda: b — bujon; C8 — kyselina kaprylova; C10 — kyselina kaprinova, C12 — kyselina

laurovd, cisla ve druhém radku bunék udavaji koncentraci dané kyseliny [mg/Il]

4.3.3 Zaiaznamnik rastu bunék

Inhibi¢ni efekt na rist bakterie Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM
4420 byl proveden pomoci osobniho bioreaktoru RTS — 1C (BioSan). Do specialni tuby
(TubeSpin Bioreactor) s membranovym filtrem ve vicku o obejmu 50 ml byl napipetovan
bujon a mastnd kyselina dle tab. 8, aby byla vytvotena vysledna koncentrace MK. Poté bylo
ptidano 50 pl suspenze bunck. Ptistroj méfil optickou denzitu suspenze bun¢k v tubé a za-
roven byla zaznamenavana ristova kiivka v zavislosti na délce kultivace. Méteni bylo pro-
vadéno kontinualné 24 h pfi teploté 30 °C. Po ukonceni zaznamu ristu bakterie byla ode-

¢tena MIC pro kaZzdou kyselinu. Bylo provedeno zhodnoceni jednotlivych metod.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Po ziskani dat z obou metod byly sestrojeny riistové kiivky bakterii. Grafy zavislosti optické
denzity na ¢ase zndzornuji inhibicni u€inky pfisluSné koncentrace kyseliny na zvoleny mi-

kroorganizmus.

5.1 Pusobeni mastnych kyselin na bakterie rodu Enterococcus

5.1.1 Pisobeni mastnych Kyselin na Enterococcus durans CCDM 2665

Inhibi¢ni pisobeni mastnych kyselin na bakterii Enterococcus durans CCDM 2665 bylo,
podobné jako u ostatnich laktokoki, sledovano pomoci mikrodiluéni metody. Z obrazki

3-5 je patrné, Ze zvolené mastné kyseliny pfili§ neinhibovaly rast této bakterie. Nejlepsi
ucinky vykazovala kyselina laurova v testovanych koncentracich 1500, 2000 a 2500 mg/1,
kdy dochézelo k poklesu optické denzity. Nejmensi inhibi¢ni G€inky byly zaznamenany u
kyseliny kaprylové, kdy nedoslo k zastaveni ristu této bakterie. V nejvyssi aplikované kon-
centraci (2500 mg/1) doslo pouze k prodlouZeni doby lagu o cca 5 hodin a ke sniZeni celko-

vého narustu bunék.

0,8
0,7
0,5
= 500 mg/I
a 0,4 |
e 1000 m
© o3 g/
0,2 1500 mg/|
0,1 2000 mg/I
0 e 2500 mg/|
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t [h]

Obrazek 3 Inhibicni viiv kyseliny kaprylové na Enterococcus durans CCDM 2665
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e 1000 m

(@) 0,3 g
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0 2500 mg/|
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t [h]

Obrdazek 4 Inhibicni viiv kyseliny kaprinové na Enterococcus durans CCDM 2665
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0 e 2500 mg/|
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t [h]

Obrazek 5 Inhibicni viiv kyseliny laurové na Enterococcus durans CCDM 2665

5.1.2 Pisobeni mastnych kyselin na Enterococcus durans CCDM 53

Dalsim zastupcem z rodu Enterococcus byla bakterie Enterococcus durans CCDM 53. Ome-
rust bakterie byla ur¢ena u kyseliny kaprylové na zékladé grafu na obr. 6, a to 1000 mg/1.
Mikroorganizmus nevykazoval zadny rust ani v prvnich hodindch kultivace, inhibice byla
okamzita. Aplikace kyseliny kaprylové do bujonu v koncentraci 500 mg/l zptsobila pro-
dlouzeni lag faze az na 8 hodin. Z grafu na obr. 7 je patrné, Ze kyselina kaprinova neomezila
rust E. durans CCDM 53. Ani u jedné z testovanych koncentraci nedoslo k prodlouzeni lag
faze a snizeni denzity bunétné suspenze. Kyselina kaprinova plisobila tedy nejslabéji ze
vSech tfi kyselin na dany mikroorganizmus. Kyselina laurova vykazovala slabsi vliv nez
kyselina kaprylova. K vyraznéjSimu prodlouZeni lag faze a viditelné inhibici bakterie doSlo

az pii nejvyssi koncentraci (2500 mg/1).
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Obrazek 6 Piisobeni kyseliny kaprylové na Enterococcus durans CCDM 53
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Obrazek 7 Piisobeni kyseliny kaprinové na Enterococcus durans CCDM 53
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Obrazek 8 Piisobeni kyseliny laurové na Enterococcus durans CCDM 53
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5.1.3 Pisobeni mastnych kyselin na Enterococcus faecalis CCDM 4224

Poslednim vysetfovanym kmenem z rodu Enterococcus byl Enterococcus faecalis CCDM
4224. Kyselina kaprylova piisobila na dany kmen nejslabéji. Ristové kiivky u vSech kon-
centraci vykazuji podobny charakter. U koncentrace nejvyssi (2500 mg/l) doslo k prodlou-
zeni lag faze kolem pouhych 3 hodin.

0,8
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Obrazek 9 Vliv kyseliny kaprylové na Enterococcus faecalis CCDM 4224

Podle grafu na obr. 10 je patrné, Ze k inhibici E. faecalis CCDM 4224 kyselinou kaprinovou
nestacily ani jeji vyssi koncentrace v zivném médiu. Koncentrace 500 mg/1 a 1000 mg/I vy-
kazuji téméf shodny prubeh rustové kiivky bakterie. K prodlouzeni lag faze doslo o pouhé
2 hodiny a nésledné¢ je z kiivky patrny nartst hustoty suspenze bunék, tudiz dal$i mnozeni
bakterie. Vyssi koncentrace kyseliny (1500-2500 mg/1) zptsobily zfetelné;si prodlouZeni lag

faze rtstu (o cca 8 hodin), nicméné bakterie dale pokra¢ovala v mnozeni.
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Obrazek 10 Viiv kyseliny kaprinové na Enterococcus faecalis CCDM 4224
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v

Vyrazngj$i inhibicni efekt na riist tohoto kmene byl pozorovan na grafu z obr. 11. Kyselina

laurova jednoznacné zamezila ristu bungk jiz pti koncentraci 1500 mg/I.
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Obrazek 11 Vliv kyseliny laurové na Enterococcus faecalis CCDM 4224

5.2 Pusobeni mastnych kyselin na rod Lactococcus

5.2.1 Pusobeni mastnych Kkyselin na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

Druhou skupinou mikroorganizm, na niz byl pozorovan vliv mastnych kyselin je rod Lacto-
coccus. Prvnim sledovanym kmenem byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141.
Z grafu na obr. 12 je vidét pisobeni kyseliny kaprylové na riist bun¢k tohoto kmene. Oproti
ostatnim sledovanym kyselindm je patrny nejslabsi Gi€inek, viz. obr. 13 a 14. Ani nejvyssi
koncentrace kyseliny kaprylové nestacila k zastaveni mnozeni bunék a k inhibici u tohoto

kmene tedy viibec nedoslo.
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Obrazek 12 Pusobeni kyseliny kaprylové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
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Lepsich vysledkl bylo dosazeno ptisobenim kyseliny kaprinové. Z grafu na obr. 13 je patrné,
ze se zvysujici se koncentraci mastné kyseliny se prodluzuje doba lagu. Je také mozné po-
zorovat rozdil mezi koncentracemi 500 mg/1 a 1000 mg/1. V ptipadé koncentrace 1000 mg/I
je znateln¢ kratsi log faze ristové kiivky. MIC pro kyselinu kaprinovou byla stanovena na

2000 mg/1.
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Obrazek 13 Pusobent kyseliny kaprinové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141

v

Nejsiln€jsi inhibicni efekt ze vSech tii mastnych kyselin na dany kmen vykazovala kyselina
laurova. Dle riistovych kiivek na obr. 14 je vidé€t, ze ani u jediné z koncentraci

500-2500 mg/l nedoslo ke vzniku charakteristickych fazi rastové kiivky. MIC pro kyselinu

cvwr
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Obrazek 14 Pusobeni kyseliny laurové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
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5.2.2 Pisobeni mastnych kyselin na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Druhym zastupcem rodu Lactococcus byl kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004. V tomto piipad¢ doslo k okamzitému a GipInému zastaveni mnozeni bun€k jiz pii nej-

nizsi koncentraci (500 mg/l) u vSech tii mastnych kyselin, viz. obr. 15-17.
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Obrazek 15 Vliiv kyseliny kaprylové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
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Obrazek 16 Vliv kyseliny kaprinové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
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Obrazek 17 Vliv kyseliny laurové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

5.2.3 Pusobeni mastnych Kyselin na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Kyselina laurova vykazovala z danych mastnych kyselin nejslabsi vliv na tento kmen. Odol-
nost bakterie je patrna pii koncentraci 500 mg/1, kde i pies delsi dobu lag faze nakonec stoupa
hustota zakalu bunc¢k a bakterie se dale mnozi. Pti koncentraci 1000 mg/1 je patrné vyrazngjsi
omezeni rustu, ale po 14 hodinéach se bakterie ddle mnozi. Pfi koncentraci 1500 mg/l neni

patrny riist ani po 20 hodinach, a proto byla stanovena tato koncentrace jako MIC.
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Obrazek 18 Pusobeni kyseliny kaprylové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
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U kyseliny kaprinové a laurové je dle grafii na obr. 19 a 20 patrny inhibi¢ni efekt jiz pii
selinami siln¢jsi ucinky na dany kmen, nebot’ k aplnému zastaveni riistu doslo po cca 6 ho-
dinach, coz je patrné z grafu na obr. 19. U kyseliny laurové doslo k uplné inhibici rastu bu-
n€k az po cca 13 hodinach u koncentrace 1500 mg/l. Avsak u vyssich koncentraci byl rast

zastaven az po cca 20 hodinach méfeni, dle grafu na obr. 20.
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Obrazek 19 Puisobeni kyseliny kaprinové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
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Obrazek 20 Pusobeni kyseliny laurové na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
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5.2.4 Pisobeni mastnych kyselin na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Vci zastupci Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 vykazovala nejslabsi vliv ky-
selina kaprylova. Neumoznila rast bunék az pti koncentraci 1500 mg/l, coz je ve srovnani
s dalSimi dvéma kyselinami nejvyssi hodnota. Z grafu na obr. 21 je mozné pozorovat rozdil
mezi koncentracemi 1000 a 1500 mg/1. Pii koncentraci 1000 mg/l kyseliny kaprylové v mé-
diu dosahuje hustota suspenze bun€k k hodnoté 0,5 a nasledna koncentrace 1500 mg/l jiz
zpusobuje uplnou inhibici rastu bunék. Kyseliny kaprinova a laurova vykazovaly u bakterie
L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 podobnych vysledki jako u Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 48. Dle grafti na obr. 22 a 23 mizeme konstatovat, ze MIC byla v obou ptipa-
dech 500 mg/I. Kyselina kaprinova piisobila siln€ji nez kyselina laurova, k Giplnému zasta-

veni ristu bun¢k doslo, dle grafu na obr. 22 po cca 7 hodinach.
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Obrazek 21 Inhibicni viiv kyseliny kaprylové na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824
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Obrazek 22 Inhibicni vliv kyseliny kaprinové na L. lactis subsp. cremoris CCDM 824
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Obrdazek 23 Inhibicni viiv kyseliny laurové na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM

824

5.2.5 Pusobeni mastnych Kkyselin na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946

Poslednim zkoumanym zastupcem rodu Lactococcus byl Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946. Pisobenim kyseliny kaprylové nebyl prokazan inhibi¢ni efekt ani u jedné ze
zvolenych koncentraci, dle grafu na obr. 24. Ve srovnani s dal§imi dvéma kyselinami méla

nejslabsi efekt prave kyselina kaprylové na zvoleny kmen.
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Obrazek 24 Inhibicni piisobeni kyseliny kaprylové na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

Naopak kyselina kaprinova ovliviiovala rist kmene znatelnéji nez kyselina kaprylova. Jiz
pii koncentraci 1000 mg/l je moZno na obr. 25 pozorovat, jak klesla hustota suspenze bunék
v médiu z cca 0,9 na 0,5. Presto bakterie dale rostla. VEtsiho zpomaleni riistu bylo dosazeno
koncentraci 1500 mg/l, av§ak také je mozno na grafu obr. 25 pozorovat rist bunék. Uplné

zastaveni mnozeni bun¢k bylo dosaZeno az koncentraci 2000 mg/I.
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Obrazek 25 Inhibicni piisobeni kyseliny kaprinové na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946
Nejlepsich vysledkil bylo dosazeno pisobenim kyseliny laurové na zvoleny kmen bakterie.
K okamzité inhibici rastu bunék doslo jiz od zacatku kultivace média pro nejnizsi koncen-

traci kyseliny (500 mg/1).
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Obrazek 26 Inhibicni piisobeni kyseliny laurové na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

5.3 Pisobeni mastnych kyselin na enterobakterie

5.3.1 Pisobeni mastnych kyselin na Proteus mirabilis CCM 7188

Tteti skupinou testovanych mikroorganizml byly enterobakterie. Byl zkoumén inhibi¢ni
vliv mastnych kyselin na Proteus mirabilis CCM 7188 a Salmonella enterica subsp. enterica
ser. Enteritidis CCM 4420. Na rozdil od laktokoki, kde kyselina kaprylova dosahovala sla-

bsich uc¢inkt, u Proteus mirabilis CCM 7188 byla pozorovéana uplna inhibice. Dle grafu na
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obr. 27 mtizeme konstatovat, ze k ristu bun€k nedoslo po celou délku méfeni hustoty zakalu

suspenze.
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Obrazek 27 Inhibicni viiv kyseliny kaprylové na Proteus mirabilis CCM 7188
Naprosto odlisnych vysledkd bylo ziskano pisobenim kyseliny kaprinové na tuto bakterii.
Dle grafu na obr. 28 je znatelné, ze nedoslo k zadnému ovlivnéni rastu bunek. P. mirabilis

CCM 7188 vykazoval nejvyssi odolnost viici kyseling kaprinové ze vSech testovanych mast-

nych kyselin.
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Obrdazek 28 Inhibicni viiv kyseliny kaprinové na Proteus mirabilis CCM 7188

Dle grafu na obr. 29 byl vytvotfen pribéh ristu bun¢k dané bakterie plisobenim kyseliny
laurové. Pisobenim koncentrace 500 mg/l v médiu nebyla pozorovana inhibice. Pii koncen-
tracich 1000-2000 mg/l doslo k prodlouzeni lag faze o cca 2 hodiny, zkraceni log faze, ale
pokracoval rast bunek. Pi nejvyssi koncentraci (2500 mg/1) doslo k prodlouzeni lag faze o

cca 5 hodin, pfesto nedoslo k zastaveni rlistu bakterie.
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Obrdazek 29 Inhibicni viiv kyseliny laurové na Proteus mirabilis CCM 7188

5.3.2 Pusobeni mastnych Kyselin na Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteriti-

dis CCM 4420

Inhibiéni ptisobeni testovanych mastnych kyselin na tento kmen bylo sledovano pomoci za-
znamniku ristu bun¢k. U tohoto kmene bylo dosazeno stejnych MIC (1000 mg/l) u vSech
kyselin, jak je patrné z grafli na obr. 30-32. Plsobenim kyseliny kaprylové doslo pfi jeji
aplikaci v koncentraci 500 mg/l k prodlouZeni lag faze o cca 8 hodin. U dalSich dvou testo-
vanych kyselin byla délka této faze o néco delsi, coz znaci, ze v koncentraci 500 mg/1 ptiso-
bila tato kyselina na dany kmen nejsilnéji. U vyssich koncentraci doslo ke znatelnéjSimu
vlivu vSech tii mastnych kyselin. Nejsilngji plisobila kyselina laurova, nebot’ opticka denzita

v

byla témét konstantni po celou délku kultivace.

1,2
1
() mg/|
08 g/
= 500 mg/I
= 06
e = 1000 mg/I
0,4
1500 mg/I
4
0,2 2000 mg/|
—
0 e 2500 mg/|
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t [h]

Obrazek 30 Inhibicni pusobeni kyseliny kaprylové na Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420
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Obrazek 31 Inhibicni pusobeni kyseliny kaprinové na Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420
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Obrazek 32 Inhibicni piisobeni kyseliny laurové na Salmonella enterica subsp. enterica ser.

Enteritidis CCM 4420

5.4 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci

V tab. 11 jsou shrnuty vysledky ptisobeni jednotlivych mastnych kyselin na testované de-
karboxylaza-pozitivni bakterie. Vysledky jsou prezentovany jako minimdalni inhibi¢ni kon-

centrace (MIC) dané kyseliny.

Z tabulky je patrné, Ze nejvice citlivou bakterii na aplikované kyseliny byl Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 1004. Ze vSech pouZitych mastnych kyselin doSlo k téméf Gplnému
opak nejodolnéj$im kmenem byl Enterococcus faecalis CCDM 4224. V ptipad¢ hned dvou

mastnych kyselin (kaprylové a kaprinové) nebylo pozorovéano zastaveni ristu bunék. Dal$im



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

mikroorganizmem, u kterého nedoslo k zastaveni riistu bunék, byl Proteus mirabilis CCM
7188. V tomto piipad¢ se jednalo o rezistenci vici pisobeni kyselin kaprinové a laurové.
Zajimavé je, ze v piipad¢ ostatnich zkoumanych kmenti ptisobila kyselina laurova vzdy inhi-
bi¢né€ a v ne€kterych piipadech nejsilnéji ze zvolenych kyselin. Ze vSech tii mastnych kyselin
vykazovala zastaveni riistu mikroorganizmii pifi nizkych koncentracich nejcastéji kyselina
laurova. MIC pro tuto kyselinu byla ve vice piipadech jiz 500 mg/l. Kyselina kaprylova
vykazovala slabsi G¢inky na rod Lactococcus nez kyselina kaprinova. Z vysledkti rovnéz
vyplyva, Ze vii¢i pisobeni mastnych kyselin byl ze zastupct enterobakterii odoInéjsi Proteus
mirabilis CCM 7188, kde ve dvou piipadech nedoslo k inhibici viibec. Oproti tomu v pii-

padé¢ kyseliny kaprylové stacila nejnizsi koncentrace 500 mg/I k zastaveni rastu.

Tabulka 11 Minimalni inhibicni koncentrace mastnych kyselin

Mikroorganizmus MIC C8:0 | MIC C10:0 | MIC C12:0
[mg/1] [mg/1] [mg/1]
E. durans CCDM 2665 - 2500 2000
E. faecalis CCDM 53 1000 - 2500
E. faecalis CCDM 4224 - - 1500
L. lactis subsp. lactis CCDM 141 - 2000 500
L. lactis subsp. lactis CCDM 1004 500 500 500
L. lactis subsp. lactis CCDM 48 1500 500 500
L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 1500 500 500
L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 - 2000 500
P. mirabilis CCM 7188 500 - -
S. Enteritidis CCM 4420 1000 1000 1000

Legenda: —nebyla pozorovana inhibice u zadné z testovanych koncentraci; MIC — minimalni
inhibicni koncentrace; C8:0 — kyselina kaprylova, C10:0 kyselina kaprinova; C12:0 — kyse-

lina laurova
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5.5 Diskuze

Cilem praktické casti této bakalatské prace bylo stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncen-
traci mastnych kyselin kaprylové, kaprinové a laurové na 10 vybranych kmenti bakterii. Me-
tabolizmus vSech zvolenych mikroorganizma disponuje schopnosti produkovat biogenni

aminy.

Po ziskani dat z mikrotitracni dilu¢ni metody 1 ze zdznamniku rastu bunék byly sestrojeny
rustové kiivky bakterii. Po vyneseni grafické zavislosti optické denzity na Case kultivace

byly pozorovany inhibi¢ni vlivy jednotlivych mastnych kyselin.

Bylo vypracovano mnoho praci zabyvajicich se antimikrobnim ptisobenim latek na bakteri-
alni buiiku. V diplomové praci Cechové [35] byl zkouman vliv mastnych kyselin a jejich
monoacylglycerolii taktéz na zastupce rodu Enterococcus, Lactococcus a enterobakterii.
Z prace vyplyva, ze monoacylglyceroly (MAG) mastnych kyselin kaprylové, kaprinové a
laurové vykazuji vyrazné€jsi inhibicni efekt nez samotné mastné kyseliny, zejména po delsi
kultivaci (48 h). Mastné kyseliny byly pouzity v nizkych koncentracich (25-1500 mg/1).
V této bakalatské praci byly vyuzity u stejnych kyselin vyssi koncentrace (500-2500 mg/1)
a byl pozorovén vyrazngji inhibi¢ni efekt na zvolené kmeny. V praci Cechové byl dale pro-
kazéan nejvyssi inhibi¢ni efekt MAG C12:0 na kmen Enterococcus faecalis CCDM 4224.
V této studii byla dokézana odolnost tohoto kmene ve srovnani s ostatnimi jako jedna z nej-
vy$Sich. Inhibi¢ni efekt byl pozorovan az u kyseliny laurové v koncentraci 1500 mg/1. V jiné
diplomové praci Voltnerové [36] byla stanovena MIC u kyseliny laurové jiz 100 mg/1 pii
pusobeni na gram-pozitivni bakterii S.aureus.

V jiné studii byl zkouman vliv kyseliny kaprylové na vybrané bakterie. Ze zvolenych za-
stupct doslo k uplné inhibici riistu bun€k S.aureus pii aplikaci této kyseliny v koncentraci
0,25 % v/v. K zastaveni rustu bakterie E.coli byla zapotiebi kyselina kaprylova v koncentraci
0,75 % v/v. Jesté vyssi koncentrace (2 % v/v) potom zastavila riist bun€k bakterie Serratia
marcescens. [37] Je tedy patrné, Ze pro inhibici gram-negativnich bakterii bylo tfeba vysSich
koncentraci kyseliny kaprylové.

Experiment vypracovany na jedné japonské univerzité¢ zkoumal antibakteridlni vliv mast-
nych kyselin na dvé gram-pozitivni bakterie, Staphylococcus aureus a Staphylococcus epi-
dermidis. [38] Mezi zvolenymi MK byly také kyseliny kaprylova, kaprinova a laurova. Hod-
nota MIC u saturovanych MK roste se zkracujicim se fetézcem kyseliny. MIC pro kyselinu

laurovou byla stanoven na 18,8 mg/l u obou testovanych mikroorganizmu. Vyssich hodnot
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MIC bylo dosazeno u kyseliny kaprinové (100 mg/1) taktéz u obou bakterii. U kyseliny s nej-
krat$im fetézcem bylo dosazeno nejvyssi MIC 350 mg/l u S. epidermidis a 400 mg/l u S.
aureus. Ve srovnani s touto praci, u zkoumanych gram-pozitivnich zastupct z roda Entero-
coccus a Lactococcus nelze jednoznacné urcit podobnost s vysledky japonského experi-
mentu. Trend klesajici délky fetézce saturovanych MK a s tim rostouci hodnota MIC se da
vycCist z tab. 11 u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 a Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946.

Pro stanoveni MIC u inhibi¢nich latek na bakterie je vhodné&j$i vyuziti zdznamniku ristu
bun¢k nez mikrotitracni diluéni metody. Pfi praci se specialnimi tubami (TubeSpin Bi-
oreactor) je rychlejsi doba manipulace, naplnéni média a samotné inokulace. Nedochazi tak
ke zbytecné kontaminaci spadem, nebo i jinym zplsobem. Samotné méfeni je okamzité za-
znamenavano do grafu zavislosti optické denzity média na ¢ase kultivace. Je tedy mozno
pohodInym zptisobem kontrolovat pokracovani experimentu a poptipad¢ jej zastavit, nebo
upravit. Kazdy bioreaktor ma vlastni ovladani a je mozno upravit parametry (teplotu, frek-
venci méfeni, intervaly mezi protfepavanim, aj.) béhem experimentu samostatné. Neni po-
tteba rusit cely pokus, kvili jednomu méfeni. Nevyhodou tohoto postupu miize byt vniman
fakt, Ze na jedno méfeni ptipada jeden bioreaktor. Existuje tedy jisté omezeni v rychlosti

nameéfeni dat experimentu, kterd je tak limitovana poctem zafizeni v laboratofi.
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ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala vlivem kyselin kaprylové, kaprinové a laurové na bakterie

produkujici biogenni aminy. Hlavnim tkolem bylo stanoveni minimalnich inhibi¢nich kon-

centraci (MIC) u jednotlivych mastnych kyselin pfi ptisobeni na 10 vybranych kment de-

karboxylaza-pozitivnich bakterii.

Z vysledk je patrné, ze:

nejsilnéjsi efekt vykazovala kyselina laurova. U 10 zkoumanych kment bakterii inhi-
bovala v 5 ptipadech jiz pti koncentraci 500 mg/1,

nejslabéji na testované kmeny ptisobila kyselina kaprylova,

nejodolngjsim kmenem ze vSech testovanych bakterii byl Enterococcus faecalis
CCDM 4224. K zastaveni rastu nedoslo vibec v piipad¢ kyseliny kaprylové ani kap-
rinové. U kyseliny laurové doslo k uplné inhibici az pii vyssi koncentraci 1500 mg/I,
kyselin u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004,

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 a Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 141 byly nejodolnéjsi kmeny ze zastupct testovanych laktokokt viici pliso-
beni vySe zminénych tii mastnych kyselin,

CCM 7188 ato 500 mg/l pro kyselinu kaprylovou. Tento kmen byl zaroven nejodol-
néjsi ze zastupcl enterobakterii a jedinym testovanym mikroorganizmem, ktery nei-

nhibovala kyselina laurova.

Pro stanoveni MIC u latek inhibujicich rist bakterii je vhodné&jsi pouziti zdznamniku ristu

bunék. Metoda nabizi vice vyhod nez nevyhod.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AGM agmatin

ATP adenosintrifostat

BA biogenni amin

CAD kadaverin

DAO diaminooxidéaza

HIM histamin

MAO monoaminooxidaza
MAO-A monoaminooxidadza typu A
MAO-B monoaminooxidaza typu B
MAG monoacylglycerol

MK mastna kyselina

PAO polyaminooxidédza

PEA 2-fenylethylamin

PUT putrescin

SPD spermidin

SPM spermin

TRM tryptamin

TYM tyramin

VMK volnéd mastna kyselina
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