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ABSTRAKT

Monoacylglyceroly patii k vyznamnym potravinafskym aditivim s Sirokymi moZnostmi
pouziti. Tato prace se zabyva inhibicnimi Gcinky tii monoacylglycerolt (1-monokaprin,
I-monolaurin, 1-monoacylglycerol kyseliny 1-adamantankarboxylové) a jejich kombinaci
na rust kvasinek a mikromycet v podminkach in vitro a v ptirodnich ovocnych $t'avach.
Vysledky ukazuji, Ze 1-monokaprin je schopen po urcitou dobu zastavit rust kvasinek.
Dalsi dva monoacylglyceroly se jevi jako méné¢ ucinné. Jako ucinné inhibitory rastu
mikromycet se jevi opét l-monokaprin a jeho kombinace. V praktické casti jsou

dale uvedeny a popsany kultury kvasinek a plisni, které byly izolovany z jable¢ného mostu.

Klicova slova:

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

karboxylové, mikromycety, kvasinky, inhibice, ovocnd st'ava.

ABSTRACT

Monoacylglyceroles are important food additives with many uses. This master thesis deals
with the inhibitory effects of three monoacylglycerols (1-monocaprin, 1-monolaurin,
I-monoacylglycerol of 1-adamantanecarboxylic acid) and their combinations on the growth
of yeasts and filamentous fungi in vitro and in natural fruit juices. The results showed that
the most efficient is 1-monocaprin, which is capable of inhibiting the growth of yeasts
in unpasteurized fruit juice. Two other monoacylglycerols seem to be less efficient.
Regarding the activity against filamentous fungi, 1-monocaprin alone or combined with
other monoacylglycerols seems to be a potent growth inhibitor. The practical part

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

Keywords:

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

ylic acid, filamentous fungi, yeasts, inhibition, fruit juice.
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UVOD

JiZ v obdobi praveéku se primitivni lidé snaZzili prodlouzit trvanlivost potravin, napiiklad
suSenim nejriznéjSich plodu, ¢i uklddanim potravy v chladnych jeskynich s cilem vytvofit
si zasoby na méné piiznivé Casy. V dnedni dobé& se jiZ nemusime spoléhat jen na suSeni,
¢i chlad. ZvySeni udrznosti potravin pii zachovani organoleptickych a biologickych
vlastnosti jako u Cerstvé potraviny se stalo prioritou ve vétSin€ potravinaiskych podnikd.
Bylo vyvinuto nepieberné mnoZstvi ucinnych konzervacnich metod. Ty lze rozdélit
do tif hlavnich kategorii: metody fyzikélni, biologické a chemické. Prvni dv¢ kategorie jsou
spottebiteli vétSinou kladné piijimany, k chemickym metoddm se ale spotiebitelé stavi
v dne$ni dobé ponckud rozpalité a ddavaji pfednost vyrobkim konzervovanym jinymi

zpusoby.

Monoacylglyceroly jsou latky ptfirodniho charakteru, jsou meziproduktem metabolizmu
tukl a jejich vyskyt je bézny i v ZivociSnych produktech, napiiklad v mléce. Jsou tedy
povazovany za bezpecné, pln¢ kompatibilni s lidskym télem, bez negativnich ucinki
na lidsky organizmus. Vlivu téchto latek na rGst a mnoZeni mikroorganizmi byla vénovana
fada studii a schopnost nékterych monoacylglycerolti potlacit rust bakterii, kvasinek
¢i vlaknitych hub byla prokdzana v podminkdach in vitro. Inhibi¢ni G¢inky monoacylglyce-
rold v redlnych podminkach konkrétnich potravin vS§ak nejsou dostatecné zdokumentovany,
prestoze jejich vyuziti v potravindch pro potlaceni ristu nezddoucich mikroorganizmt

je vzhledem k pfirodnimu charakteru slibné.

Tato prace se zabyva monoacylglyceroly jakoZto inhibitory ristu kvasinek a mikroskopic-
kych vlaknitych hub (mikromycet) v pfirodnim nepasterovaném jableéném mosStu.
Vyhodou pouziti monoacylglycerolii v piirodnich ovocnych §tavach je zejména zachovani
nutri¢ni hodnoty a cennych biologicky aktivnich latek, které se pfi tepelné uprave pasteraci

mohou znehodnotit.

Cilem této prace je nalézt monoacylglyceroly ¢i jejich kombinace vhodné pro aplikaci
v ovocnych stdavach a zhodnotit potencidl téchto latek pro prodlouzeni ddrznosti ovocnych

stav.
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I. TEORETICKA CAST
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1 OVOCE A OVOCNE STAVY

1.1 Chemické slozeni ovoce

Ovoce obsahuje mnoho cennych latek potfebnych pro udrZeni zdravi lidského organizmu.
Predevsim jde o vitaminy (vitamin C, vitaminy skupiny B a prekurzory vitaminu A - karo-
teny). Také je bohaté na celulézu, kterd pomdha udrzovat spradvnou funkci zazivaciho
ustroji.

Nejvétsi podil tvoii voda, jeji obsah se pohybuje v rozmezi 70 - 95 %. Je nezbytna
pfi biochemickych reakcich v bunikach a tkanich. Hlavni energetickou slozkou ovoce jsou
sacharidy. Nejvice jsou zastoupeny monosacharidy (glukoéza, fruktéza) a disacharid sacha-
ré6za, dozravdnim se obsah sacharidii zvySuje. Z polysacharidi je nejvice obsazen Skrob
a vldknina (celul6za, hemiceluléza, pektin, lignin). Bilkoviny a lipidy jsou v ovoci obsaze-

ny jen ve velmi malém mnozstvi [1].

Z kyselin lze jmenovat kyselinu citronovou, jablecnou a vinnou. Z ostatnich kyselin
je vyznamna kyselina askorbova. V nékterém ovoci lze nalézt kyselinu sorbovou (jefabiny)

a kyselinu benzoovou (boriivky), nezadouct je kyselina oxalova [2].

Nelze opomenou tfisloviny, které jsou li obsaZeny v men$im mnoZstvi doddvaji ovoci chu-

tovou vyraznost, ale ve vét§im mnozstvi ptsobi sviravou chut’ (jefabiny, plané trnky) [3].

Charakteristické zabarveni ovoce je dano obsahem rostlinnych barviv, predev§im
antokyanti, flavonoidl, karotenoidli a chlorofylu. Z aromatickych latek jsou to predevsim
estery mastnych kyselin, aldehydy, ketony, alkoholy, terpenové latky. Ovoce obsahuje také
velké mnozstvi enzymu, patii sem zejména enzymy oxidacni (L-askorbdza, peroxidaza,
fenoloxiddza a dalsi), které v ovoci katalyzuji oxidacni a reduk¢ni déje a enzymy pektoly-

tické [4].

1.2 Druhy ovoce vyuzivané pro vyrobu, mosti, St’av, dzusi, atd.

Pro vyrobu mostl se nejCastéji pouZzivaji: jablka, hrusky, hrozny, rybiz, Svestky, tfesn¢,
visng, difnky. Pfi vybéru ovoce hraje diileZitou roli jeho zralost, je dileZity pomér sachari-
da a kyselin, jelikoZ z nezralého ovoce ziskavdme most hrubé chuti, kdezto z pirezralych
plodl naopak most mdlé chuti. Taktéz je vyhodné pii vyrobé smisit dohromady vice druhil

ovoce (napi. visn¢ a tfesné, jablka a hruSky, atd.), abychom ziskali idedlni surovinu
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s vyvazenym podilem kyselin. Pii pouziti méné kyselé suroviny je vhodné piikyseleni
napft. kyselinou citronovou. Pro vyrobu §tav se nejcastéji pouzivaji jablka, jahody, maliny,

ostruziny, diinky, rybiz, tfesné&, visné [4, 5, 6].

1.2.1 Jable¢ny most

vV,

Jablka jsou nejcastéjsi surovinou pro vyrobu mostl. Maji harmonicky pomér sacharid
a kyselin, proto neni nutné ziskany most pfislazovat, ani fedit vodou pro sniZeni kyselosti.
Na pfipravu mostu vybirdme jablka zrald, tj. s Cernajicimi jadry. Jablka nezrald nebo pted-
Casné spadand davaji mosty kyselé, mélo sladké a nékdy trpké. Naopak jablka pfezrdld maji
nizkou vytéznost a most z nich je mdly, malo kysely. Nedoporucuje se zpracovavat shnilé,

zaschlé nebo ndpadné malé plody [3, 5, 7].

1.2.2 Hruskovy most

Most z odrid hrusek péstovanych u nds byva vétSinou malo kysely, proto se zdd sladky
a mdly. Z tohoto diivodu se samostatny hruskovy most vyrdbi spiSe vzacné. Doporucuje
se michat hrusky s jablky v poméru 3 : 1. Lze také k hruSkam ptidat malé mnoZstvi zralych

planych hrusek a most tim ziska pi{jemné natrpklou, tfislovinovou chut’ [3, 5, 7].

1.2.3 Visiiovy most

Patii k t€ém nejchutnéj$im, je ale nutné upravit pomér sacharidi a kyselin. Nejlépe scelenim
s tfeSnovym mostem z tmavych tieSni v poméru 1 : 1, nebo fedénim vodou na 1 1 §tdvy

0,5az 1 1vodya0,12 az 0,25 kg cukru [3, 5, 7].

L A%

1.2.4 TresSnhovy most

Samostatny tfeSnovy most je vyhovujici jakosti pouze v pfipadé, pokud je vyroben
z tmavych odrid tfesni a je-li chutové upraven z diivodu bezvyrazné chuti. Kyselost

je zvySovana piidavkem 1 az 4 g kyseliny citrénové na 11 8tavy [3, 5, 7].

1.2.5 Rybizovy most
Velmi oblibeny je most z Cerveného rybizu, ktery je vyrdbén z plné vyzrdlého ovoce.
Po vylisovani obsahuje pfiblizné 2 % kyselin, proto se fedi na cca 1,2 % kyselin pfiddnim

1 az 1,21 vody a 0,25 az 0,35 kg cukru na 1 I §t'avy.
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Most z ¢erného rybizu se vyrdbi bud’ jako jednodruhovy, nebo v riznych pomérech s bilym
a Cervenym rybizem. Most z ¢erného rybizu se pfislazuje a fedi nejvice, na 1 1 $tdvy

se pridava 0,25 az 0,40 kg cukru a 1 az 1,6 1 vody [3, 5, 7].

1.2.6 Svestkovy most

Je jemny a aromaticky ndpoj. Vyrdbi se vyluhovanim zralych nebo pfezrdlych Svestek
parou nebo lisovdnim za tepla. Pii lisovédni za studena je nizkd vytéZnost a ziskany most

je nevyrazné chuti a barvy [3, 5, 7].

1.2.7 Borivkovy most

Most plné barvy a pikantni chuti po Cerstvém ovoci. Musi byt vyrabén pouze z Cerstvych
plodu, jinak je nahotklé chuti. Pro ziskani intenzivné&jsi barvy je dobré jej lisovat zatepla.
Ziskana St'ava se upravuje ptidavkem 0,1 az 0,2 1 vody a 0,15 az 0,30 kg cukru na 1 1 §tavy

[3,5,7].

1.2.8 Révové mosty

Vinny most ma pomérné vysoky obsah sacharidt (v priméru 18 %) a pfimérené mnoZstvi
kyselin. Ma vynikajici chut’ i vini. Modré odridy davaji most intenzivni barvy, proto
je mozné je misit s bilymi odrtidami v poméru 1 : 1 bez obav, Ze by ziskany most byl pfili§

svétly. Vhodné je i michani barevného mostu s jablecnym mostem [3, 5, 7].

1.2.9 Malinovy most

M4 intenzivni vini, samostatné se vétSinou nevyrabi. Je vybornou aromatizujici sloZkou
pfi vyrob¢ jinych mostl, zejména rybizovych. Je pfipravovan lisovinim za tepla,
za studena i vyluhovanim horkou pdrou. Ziskand St'dva se upravuje piidavkem 0,7 1 vody

a 0,15 kg cukru na 1 1 8tavy [3, 5, 7].

1.2.10 Ostruzinovy most

Aromaticky, vyrazné chuti a barvy. Narozdil od malin je nutné plody pted lisovanim
rozdrtit, ziskand Stdva se fedi 0,2 az 0,5 1 vody a ptidava se 60 az 100 g cukruna 11 [3, 5,

7].
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1.2.11 Angrestovy most

Ma harmonickou chut’, ale méné vyraznou vini. Je vhodny ke sceleni s rybizovym mostem.
Pro vyrobu jednodruhového mostu je dobré pouZzit svétlé odridy, jelikoz z Cervenoplodych
odrid se ziskdva nevzhledné nartiZovély odstin mostu. Vylisovand §t'dva se fedi 0,5 az 1 1

vody a ptidava se 0,1 az 0,3 kg cukruna 11 [3, 5, 7].

1.2.12 Bezinkovy most

Nejcastéji se pripravuje jako barevnd slozka do jinych mosti. Bobulky se drti a poté lisuji
zatepla. Pro pfimou spotfebu most upravujeme piidavkem 0,5 1 vody, 0,15 kg cukru

a5 — 8 g kyseliny citronové na 1 18tavy [3, 5, 7].

1.2.13 Jahodovy most

Pfipravujeme jej z vyzralych jahod, tak ziskdme aromaticky ndpoj, ktery je pon¢kud méné
chutové vyrazny, proto jej upravime piidavkem 2 g kyseliny citronové a 0,1 az 0,15 kg

cukruna 11[5].

1.3 Vyroba a zptisob konzervace

Mosty jsou pfirodni ovocné $tdvy konzervované ve vétsin€ piipadl pouze pasteraci
bez chemickych konzervacnich latek. Jsou osvézujici, levné a chutné. Pfipravuji se z méné

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

Most lze vyrobit prakticky z jakéhokoliv ovoce. To ma byt Cerstvé, nikoliv nahnilé
nebo plesnivé. Obsah cukrii a kyselost jsou poté upraveny mirnym ziedénim vodou

a prislazenim, poptipad¢ ptidavkem kyseliny citronové [2, 4, 6].

Ptehled hlavnich zplsobti ziskdvani mosti, z riznych druhti ovoce, viz tabulka v piiloze

¢. 1[7].

1.3.1 Ziskavani St'avy

Ovoce po vyprani je zbaveno tfapin a stopek, které by mohly nepiiznivé ovlivnit chut

vysledného produktu, rozdrceno a ihned lisovano.
Ovoce je drceno nekolika zptsoby:

- jablka a hrusky jsou drceny na specidlnich elektrickych drti¢ich na ovoce
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- bobulové a peckové ovoce je drceno a zdroven lisovano na specidlnich mlyncich,

nebo na lisovacich odstredivkach.
Stdva z drté je lisovdna zatepla nebo zastudena:

- u svétlého ovoce (jablka, hrusky, merunky, broskve, atd.) lisujeme zejména zastudena

na koSovych, plachetkovych, nebo na ru¢nich Sroubovych lisech,

- barevné druhy lisujeme vétSinou zatepla, tim ziskdme vice barviva ze slupek

a také vice stavy [1, 2, 6, 8].

Vylisovand §tdva obsahuje velké mnoZstvi kall, které lze v moStu ponechat, nebo

je odstranit filtraci, ¢asto se pouziva Cifeni (tzv. tanino-Zelatinové ¢ifeni) [2, 4].

1.3.2 Pasterace moStu

Vycistény a prefiltrovany most obsahuje velké mnoZstvi bakterii, kvasinek a plisni.

Z tohoto diivodu je nezbytnd pasterace, aby se most pfi skladovani nekazil a nekvasil [2].

Je mozné také piidavat chemickd konzervacni cinidla, jako jsou benzoany a sorbéty.
JelikoZ v souvislosti s t€émito ldtkami panuje urcitd averze, zabyva se tato prace jinymi
moznostmi jak pomoci chemickych latek (monoacylglyceroll) prodlouzit trvanlivost ovoc-

z w2z

nych §t'4v a mostl (vice ddle v praktické Casti této prace).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

2 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly, nékdy také uvadény jako monoglyceridy (MAG) patii spole¢né
s diacylglyceroly (DAG) mezi parcidlni estery trojsytného alkoholu glycerolu s vysSimi
mastnymi kyselinami (MK). Radi se do skupiny lipid. MAG vznikaji substituci vodiku
jedné hydroxylové skupiny zbytkem mastné kyseliny (acylem). Navdzany zbytek mastné
kyseliny do zna¢né miry urcuje vlastnosti téchto litek. MAG se vyskytuji ve dvou izomer-

nich forméch jako 1-monoacylglyceroly nebo jako 2-monoacylglyceroly. Pti acylaci dalSich

e, es

(TAG). MAG vykazuji povrchovou aktivitu (neionické tenzidy) a hojné se pouzivaji jako
potravindiské emulgdtory. MAG jsou také pfirozenou soucasti jedlych tukl a olejl. Jsou
dobie rozpustné v polarnich rozpoustédlech (etanol, isopropanol, atd.), hiife se rozpoustéji

v nepoldrnich rozpoustédlech (aceton, atd.) [9, 10, 11, 12].

2.1 Vyroba monoacylglycerolu
V soucasné dobé¢ existuje nékolik moZznosti jak 1ze monoacylglyceroly pfipravit:
- interesterifikace
= acidolyza
= alkoholyza (glycerolyza)
= transesterifikace esterti vy$§ich MK s glycerolem
- esterifikace MK s glycerolem
- hydrolyza TAG

- adice MK na glycidol nukleofilnim otevienim epoxidového kruhu [12]

V této prici byly monoacylglyceroly vyrobeny z glycidolu a mastnych kyselin za katalyzy

chromium (III) acetat hydroxidu podle postupu, ktery ve své studii uvadi Janis et al. [13].

2.2 Aplikace monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly se uplatiuji zejména pii vyrobé margarinii a mraZzenych smetanovych
krémtl, kde se vyuZziva jejich pomérné dobrych emulgacnich vlastnosti. V pekdrenské

vyrobé se MAG pouzivaji zejména diky schopnosti interagovat s proteiny mouky
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a tim zlepSovat konzistenci kynutych tést. Piisobi vétsi nakynuti tésta, zvySeni odolnosti
tésta vici mechanickému Soku a v neposledni fad¢ prodluzuji dobu cCerstvosti hotového

peciva [9].

Vyhodou téchto latek je jejich biodegradabilita a zdroven to, Ze nemaji iritujici d¢inky vuci
pokoZce a sliznicim. Proto nachdzeji Siroké uplatnéni také v jinych oborech, naptiklad
ve farmaceutickém pramyslu, v zubnim Iékatstvi a v kosmetice [11]. V soucasnosti jsou
monoacylglyceroly produkovany ve znaéném mnozstvi, celosvétova produkce piedstavuje

ptiblizné 200 000 tun za rok [13].

2.2.1 Antimikrobni u¢inky monoacylglyceroli

V neddvné dobé bylo zjisténo, Ze monoacylglyceroly maji inhibi¢ni G¢inky na rist fady
bakterii, kvasinek ¢i plisni a taktéZ jsou schopny inaktivovat nékteré viry. Antimikrobidlni
aktivita mastnych kyselin a monoacylglycerolt se odviji od délky jejich uhlikového fetézce

a poctu dvojnych vazeb [9].

K ptisobeni monoacylglyceroll jsou citlivé predev§im bakterie s bunéénou sténou grampo-
zitivniho typu [14, 15]. Antibakteridlnimi G¢inky monoacylglycerolli na gramnegativni
bakterie se zabyvali napi. Altieri et al. [16], ktefi uvadi Ze rist Y. enterocolitica a E. coli,
byl ptfi koncentraci monolaurinu 50 ppm z vice jak 90 % inhibovan po dobu 96 hodin.

Slibné jsou i ucinky né€kterych MAG na Helicobacter pylori [17].

Rastem kvasinek v pfitomnosti monoacylglyceroli se zabyvali napiiklad Ruzicka et al.
[14]. Minimalni inhibi¢ni koncentrace MAG k. kaprinové se u testovanych kvasinek rodu
Saccharomyces, Candida, Zygosaccharomyces a Aureobasidium pohybovala v rozmezi
150 - 200 pg/ml. U kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans byla prokdzana

uplnd inhibice ristu pii pouziti MAG k. undecenové v koncentraci 250 pg/ml [18].

Pokud jde o vliv MAG na rGst plisni, byla publikovdna celd tada studii. Napiiklad
Altieri et al. [19] se zabyval inhibici rlstu plisné Fusarium sp. pomoci MAG k. laurové
a myristové. Ve své prici uvddi, Ze koncentrace 20 ppm MAG k. laurové je dostatecnd
pro kompletni inhibici ristu plisné Fusarium avenaceum in vitro. U MAG k laurové nebyly
zjiStény dostate¢né inhibi¢ni vlastnosti ani pii koncentraci 50 ppm. Také u MAG s lichym
poctem uhliki (MAG k. undekanové a undecenové) byla prokdzdna schopnost zastavit

¢i zpomalit rist mikromycet. Kompletni inhibice ristu plisni rodu Alternaria, Cladospori-
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um a Trichothecium bylo dosazeno pii aplikaci MAG k. undecenové v koncentraci

500 - 1000 pg/ml [18].

Bunikova et al. [20] se zabyvala studiem inhibi¢nich u¢inkt MAG k. kaprylové, kaprinové
a laurové na plisn€ in vitro a aplikaci roztokl téchto MAG na chléb za tcelem prodlouzeni
doby pouzitelnosti. Ve studii uvadi, Ze rust plisni in vitro byl nejvice inhibovan
monoacylglyceroly mastnych kyselin s kritkym fetézcem (k. kaprylovd, k kaprinova),
MAG k. laurové byl méné ucinny. Autofi déle zjistili, Ze aplikace roztokd obou testova-
nych MAG na povrch peciva brani ristu mikromycet po dobu nejméné¢ dvou tydnda.
MozZnostem vyuziti monoacylglycerolii pro prodlouzeni tdrZnosti potravin se vénuji i dalsi
studie. Bautista et al. [21] pouzil MAG k. laurové k prodlouZeni udrznosti u piirodnich
syri. Ve své praci uvadi, Ze monoacylglycerol prodlouzil dobu skladovatelnosti o 35 %.
Nékteré monoacylgyceroly inhibuji neZadouci mikroorganizmy také v mléce a mlécnych

vyrobcich, ¢i v mletém hovézim mase [22, 23].

Skutecnost, Ze MAG maji urcité antimikrobni uc¢inky vyznamné rozsitila moznosti jejich
vyuziti i mimo potravinaistvi. Napiiklad v medicin¢ jsou vyuzivany k vyrob¢ transportnich
systémil pro vstfebdvani 1é¢iv nebo posiluji G¢inek nékterych antibiotik. Bergsson et al.
se ve svych studiich [24, 25] zabyvali vlivem MAG na plvodce sexudlné pienosnych
nemoci Chlamydia trachomatis a Neisseria gonorrhoeae. Autofi dospéli k zavéru, ze MAG
by mohly byt pouZzity jako ucinné latky, které by ptisobily jako prevence chorob témito

mikroorganizmy zptsobenymi.

Kristmundsdottir et al. publikoval studii [26], ve které zjiStoval vliv MAG k kaprinové
a laurové na Herpes simplex virus. Bylo zjiSténo, Ze MAG k. kaprinové dokdze
v koncentraci 20 mmol.dm™ sniZit aktivitu tohoto viru vice neZ statisicindsobné.
MAG k. laurové byl proti tomuto viru neuc¢inny. Na tuto prici studii navazal Hillmarsson

et al., ktery se zabyval studiem antivirotickych u¢inkit MAG v prostfedi s nizkym pH [27].

Inhibi¢ni u¢inky MAG zejména vici patogennim kvasinkdm a plisnim by mohly byt vyuZi-
ty 1 v textilnim a obuvnickém primyslu, kde by monoacylglyceroly slouzily jako hlavni
komponenta antimikrobidlnich vlozek do odévl a stélek do obuvi [9]. Bergsson et al.
zjistil, Ze MAG kyseliny kaprinové je ucinny proti kvasince Candida albicans, pavodci

koZnich onemocnéni [28].
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2.2.2 Mechanismus inhibi¢niho a¢inku monoacylglyceroli na kvasinky a plisné.

Mechanismus plsobeni monoacylglyceroli neni dosud zcela zndmy. Inhibi¢ni Gcinek
je pfisuzovdn mastnym kyselindim, které maji spolu se svymi estery (na rozdil
od antibiotik) n¢kolik nespecifickych mechanisml t¢inku. Mastna kyselina a jeji derivaty
pronikaji do cytoplazmatické membrany a pusobi jeji deformaci, tim je porusena jeji
semipermeabilita. Druhd z hypotéz tvrdi, Ze mastné kyseliny pronikaji dovnitf bunék

a pusobi jejich okyseleni. SniZeni pH poté miiZe vést k inaktivaci enzymi [9].
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3 KVASINKY

Kvasinky jsou mikroorganizmy, které &lovéka provézi uz od starovéku. Clovék je vyuzival
k ptipravé potravin diive, néz jejich pfitomnost tusil a cokoliv o nich védél. Jsou fazeny
mezi eukaryotické organizmy. Na jejich povrchu se nachédzi silnd bunécna sténa,
pod ni je cytoplazmatickdi membrana. V cytoplazmé kvasinek se nachdzi organely
typické pro eukaryotickou buiiku jako je jddro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum,
vakuoly a Golgiho aparit. Krom¢ membranovych ttvart Ize v cytoplazmé nalézt také
zietelnd zrna zdsobnich latek, naptiklad volutinu, glykogenu nebo lipidi (Rhodotorula

spp.) [29].

Morfologie kvasinek souvisi s jejich zplisobem rozmnoZovani. Nejcastéji je tvar bunék
elipsoidni, vejcity, kulovity, protdhly, vélcovity, citronovity nebo trojihelnikovity.
U nékterych rodi se vykytuji kromé jednotlivych bunék také zaskrcovand vldkna
z podlouhlych bunék (pseudomycelium), nebo vldkna se stejnym pramérem po celé délce

rozdélené prehrddkami (mycelium) [29].

3.1 Rozmnozovani kvasinek

3.1.1 Vegetativni rozmnozZovani

Kvasinky se mohou rozmnozovat pucenim, nebo pificnym délenim. Ve vétSiné piipada
se pucici bunika od matetské buniky ihned odd¢luje, nebo mohou zlistat spojeny a tvoii tak

tzv. bunécné svazky.

Pti¢né déleni se u kvasinek vyskytuje méné (napf. u rodu Schizosaccharomyces). Matetska
burika se prodluzuje rastem na pélech a poté se vytvoii piepazka, diky které vzniknou dvé

dcefiné buniky [30].

3.1.2 Pohlavni rozmnozovani

Pohlavni rozmonoZovéni kvasinek lze definovat jako spdjeni dvou haploidnich bunék
(tzv. konjugace) a spdjeni jejich jader (tzv. karyogamie) za vzniku diploidni bunky
— zygoty. Poté nasleduje redukéni déleni (meidza) diploidniho jadra za vzniku Ctyt
haploidnich jader, kterd tvoii zdklad pro tvorbu pohlavnich spor, nebo se déli dal$i mit6zou

za vzniku spor [30].
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3.2 Kvasinky na ovoci a v ovocnych st’avach

Nejvétsi mnoZstvi kvasinek se vyskytuje na povrchu ovoce, Ize je ale nalézt i na suchych
skofdpkovych plodech. Kvasinky zkvaSuji sacharidy obsaZzené v ovocnych Stavach

na alkohol, ¢ehoZ se vyuziva pfi vyrobé vina a riznych destilata.
V nasSich zemépisnych podminkach se na ovoci vyskytuji pfedevsim tyto rody:

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

Saccharomycodes,

b) nesporotvorné: Kloeckera, Candida, Torulopsis.

vV s

zéastupcem je Kloeckera apiculata. Dale 1ze jmenovat napt. Saccharomyces oviformis (kterd
sndSi koncentraci alkoholu az 16 %), ztidka se vyskytuje Saccharomyces uvarum.
Z nesporulujicich druhti se ¢asto vyskytuje anamorfni forma Metschnikowia pulcherrima

(Candida pulcherrima) [31, 32].

3.3 Vyskyt kvasinek na druhotnych stanovistich

Mezi druhotnd stanovisté vyskytu kvasinek patii zejména zafizeni provozli mostaren,
vinaiskych provozi, apod. Nejvice se zde vyskytuji zastupci rodl pochdzejici z ptirodnich
stanovist, popiipadé i jiné rody, jako napt. Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp., atd.
Saccharomyces cerevisiae tvoii trvalou mikrofléru zafizeni zdvodi vyrabé&jicich vino
a mosty. N¢které jiné sacharomycety zplsobuji biologické zdkaly vin, zejména
pak S. oviformis. Cervené kvasinky, Rhodotorula, Sporobolomyces, ale také Torulopsis

jsou béznou mikroflérou ve sklepech, cisternach a na dal$im zatizeni [31, 32].
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4 MIKROSKOPICKE HOUBY (MIKROMYCETY)

Jako mikroskopické vldknité houby (mikromycety) ¢i plisné oznacujeme mnohobunécné
eukaryotické mikroorganizmy vytvérejici jemné vlaknité povlaky (mycelium) na rtiznych

substratech. Jsou fazeny mezi houby (Fungi) [30, 33].

V pfirod¢ se plisné a houby tucastni rozkladnych cinnosti pfi tvorbé humusu a velké
mnoZzstvi jich Zije v symbidze s kofeny vyssich rostlin. Na druhou stranu se v ptidé nachazi
i velké mnozstvi parazitickych a patogennich plisni, které zde piezivaji ve form¢ spor
¢i v saprofytické fazi Zivotniho cyklu. Takovéto plisné mohou infikovat Zivé rostlinné
i Zivo¢isné organizmy. V jinych ptipadech se mohou bézné saprofytické druhy stat vaznymi
Skadci, ktefi znehodnocuji skladované plodiny, cerstvé i1 konzervované potraviny.
Znehodnoceni potravin je zptisobeno jednak produkci mykotoxint a také enzymatickymi
pochody, pfi kterych jsou Stépeny sacharidické, bilkovinné i lipidické slozky a kvalita

téchto produktl je zhorsena [33].
Naopak v nékterych primyslovych odvétvich jsou plisné hojné vyuzivany:

a) v potravindfstvi pfi vyrobé syri a fermentovanych saldma (Penicillium

camemberti, P. roqueforti, P. nalgiovense),

b) v chemickém priimyslu k syntéze organickych kyselin (Aspergillus niger),
vitaminl, hormond, stimulatort rtstu rostlin (Fusarium spp.),

c) ve farmaceutickém primyslu k vyrob¢ antibiotik (Penicillium chrysogenum,
P. notatum), atd.,

d) saprofytické mikromycety jsou schopny stépit organické latky v odpadnich

vodach a tim mohou pfispivat k jejich ¢isténi [33].

4.1 Taxonomie mikromycet

Taxonomické rozdéleni mikromycet bylo v minulosti Castokrat pozménovano
a i v soucasné dob¢ je déle zpracovavano v ramci projektu Assembling the Fungal Tree
of Life (AFTOL) [34]. Dale je uvedeno rozdéleni podle piitomnosti a typu pohlavniho

vvvvvv

kych jednotek:
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1. Trida Zygomycetes (plisn€ pravé, houby spdjivé) je charakteristickd jednobunéc-
nym, nesegmentovanym myceliem, pohlavnim rozmnozovanim pomoci zygospor

a nepohlavnim rozmnozovanim endosporami.

2. Ttida Ascomycetes (houby vreckaté) se segmentovanym myceliem, pohlavnim
rozmnozovanim askosporami vytvafenymi v asku a  nepohlavnim

rozmnozovanim za pomoci exospor.

3. Nesystematickd umeéld skupina Deuteromycetes (Fungi imperfecti, houby
nedokonalé) se segmentovanym myceliem, ale pouze s nepohlavnim zplisobem

rozmnozovani tvorbou exospor [30, 33, 35].

4.2 Morfologie mikromycet

Stélka plisni je tvofena vldknitymi hyfami, které vytvaii mycelium. Vyvojové dokonalejsi
houby ttidy Ascomycetes maji hyfy segmentované, Casté je rozdéleni hyf na jedno
nebo vicejaderné useky. U zdstupct tfidy Zygomycetes se segmentace vyskytuje jen

u starSich hyf a slouzi k oddéleni reproduk¢nich orgént [30].

Hyfy jsou vétSinou vétvené, nebo dochdzi k jejich sristani postrannimi vybézky
za tvorby anastomdz. Diky anastom6zdm si mohou sousedni hyfy vymeénovat haploidni
jadra a dochdzi také k lepSimu transportu Zivin, cytoplazmy a organel v myceliu. Hyfy
rostou pouze na svém vrcholu (apikdlni rist), jejich tloustka je nékolik mikrometrii, délka

usekli mezi jednotlivymi pfehradkami dosahuje desitky az stovky mikrometrti [30].

Tvrdy polokulovity tutvar tvofeny hustou spleti hyf se nazyvé sklerocium. To ma vétSinou
tmavou barvu, nékolika milimetrovy praimér a je odolné vici nepfiznivym podminkam.
Nachéazime jej vétSinou u druhil, které netvoii pohlavni ani vegetativni spory. KoZovita
splet hyf se nazyva stroma a nalézdme ho cCasto u plisni parazitujicich na ovoci

a rostlinném materialu [35].

V kazdé bunice je jedno (monokaryotické mycelium), dvé (dikaryotické mycelium)
nebo vice (heterokaryotické mycelium) jader, kterd jsou haploidni povahy. Cytoplazma
bunék je podobného sloZeni jako u kvasinek, stim rozdilem, Ze u plisni jsou hlavni
rezervni latkou lipidy, které tvoii v builkkdch kapénky o ridzné velikosti viditelné
i pod svételnym mikroskopem. Déle jsou pozorovatelnd i granula volutinu (polyfosfat)

a glykogenu. Vzicné je v buinikdch mikromycet nachdzen Skrob. Bilkoviny se v plisnovém
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téle vyskytuji v omezeném mnoZzstvi. Déle 1ze u nékterych druhi nalézt latky antibiotické

povahy (Penicillium), alkaloidy (Claviceps), steroidy a terpeny [30, 35].

Bunécnd sténa se sklddd zejména z polysacharidii. Je tvofena ptfedevSim chitinem
(polysacharid tvofeny N-acetylgluk6zaminem) a chitézanem (deacetylovany chitin),
dile jsou pfitomny také glukany, manany a polysacharidy sloZené z galaktézaminu
nebo  z 6-deoxyhex6z, hlavné zfukézy (6-deoxy-L-galaktéza) a  zramndzy
(6-deoxy-L-manéza). Casto je obsaZena také celuléza a latky podobné ligninu, které zvysu-
ji pevnost bunééné stény. Kromé polysacharidli obsahuje bunéénd sténa plisni také bilkovi-
ny a velké mnozstvi lipidii. Kromé neutrdlnich lipidii jsou obsaZeny také vosky, které

odpovidaji za obecné velmi Spatnou smacivost vegetativnich i sporonosnych hyf [35].

Sporonosné ¢asti mycelia maji vétSinou ndpadné zabarveni, jelikoz stény konidii obsahuji
riznd barviva. Tvorba téchto latek je ddna geneticky. NejCastéji je tvofeno barvivo zelené
aZz modrozelené (u rodt Penicillium, Aspergillus), déile se vyskytuje bézové, hncédé
az Cerné zabarveni (rod Aspergillus), rizové zabarveni (Trichothecium) atd. Stény
endospor a bldna sporangia u zygomycet obsahuji vétSinou hnédocerné barvivo melanoidni
povahy, jeZ chrini spory pfed neptiznivymi vlivy ultrafialového zédteni. St€ny vegetativnich
hyf jsou vétSinou bez pigmentace. Pouze u nckterych celedi tiidy Deuteromycetes
Ize nalézt v hyfach zelenoCerné barvivo, které md rovnéZz ochrannou funkci pfed

UV zafenim [35].

4.3 Rozmnozovani mikromycet

Plisn€¢ se mohou rozmnozovat bud’ rozrastinim hyf nebo pomoci spor. Spory mohou

vznikat nepohlavné (vegetativni spory) nebo spdjenim (pohlavni spory) [35, 36].

4.3.1 Vegetativni rozmnozovani

Vegetativni spory jsou tvofeny bud’ na vegetativnich hyfach, nebo na specidlnich fruktifi-
kacnich orgénech. Spory tvofené uvniti téchto orgdnli se nazyvaji endospory a spory
tvofené vné téchto organli se nazyvaji exospory.

Endospory (sporangiospory) vznikaji ve specidlnich utvarech zvanych sporangia.

Ty mohou mit bud’ kulovity nebo hruskovity tvar. Cést sporangioforu, kterd zasahuje

do sporangia, se nazyvd kolumela. Tvar kolumely je jednim ze znakul, podle kterych
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1ze plisn¢ urCovat. Sporangia se u potravinaisky vyznamnych plisni vyskytuji pouze u tfidy

Zygomycetes. Sporangiospory maji vétSinou vice jader.

Exospory mohou mit rizné tvary od kulovitych, elipsoidnich, valcovitych az po srpkovité
¢i spirdlovité¢ stocené. Mohou byt jednobunééné (mikrokonidie) nebo vicebunécné
(tzv. makrokonidie). Mohou vznikat riiznymi zptisoby, napt. rozpadem vldkna na jednotli-
vé buiiky (oidie, artrospory), pucenim (blastospory) nebo tvorbou fialospor. Fialospory
vznikaji ze specidlnich lahvovitych ttvart, tzv. fialid a vyskytuji se napiiklad u roda
Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces, Phialophora, Trichoderma, Verticillium a Stachy-

botrys [35].

4.3.2 Pohlavni rozmnozovani

Mezi pohlavni spory patii oospory, zygospory, askospory a bazidiospory. Vznikaji splynu-
tim jader pohlavnich buné€k, tj. gamet tvoficich se v gametangiich. Proces splyvani
se nazyvd gametogamie. RozliSujeme homothalicky proces splyvani jader, kdy splyvaji
pohlavné odliSné gamety na jednom jedinci a heterothalicky proces, kdy splyvaji pohlavné
odlisné gamety na dvou raznych jedincich. Sam¢i gamety jsou antheridia s pohlavnimi

bunikami spermatozoidy, samic¢i gamety jsou oogonia s oosférami [36, 37].

4.4 Plisné na ovoci a v ovocnych st’avach

V tomto prehledu jsou uvedeny plisné, které se mohou podilet na kaZeni ovoce
a ovocnych $t'dv. Nebylo snahou popsat vSechny druhy, jelikoZ by to bylo nad ramec této

4

préace, byly vybrany pouze druhy nejvyznamnéjsi.

4.4.1 Trida: Zygomycetes

R4d: Mucorales

v/ o ws

Zastupci tohoto fadu jsou nejzndméjsi bézne se vyskytujici plisné. Tvoii fidké vatovité
nebo plstnaté porosty vzduSného mycelia, které je vétSinou svétle zabarvené, méné
pak tmavé $edé & hnédé. Casto obsazuji substrit jako prvni mikroskopické houby.
Mycelium roste velmi rychle a brzy sporuluje. Jejich hlavnim rezervodrem je pida,
kde ptsobi jako saprofyti, ddle se vyskytuji na rostlinnych ¢i ZivociSnych zbytcich,
na prezralém ovoci, skladovanych potravindch, ¢i trusu zvitat. Patogennich druht je méné

[33].
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Do tadu Mucorales patii 14 Celedi: Mucoraceae, Gibertellaceae, Dicranophoraceae,
Saskenaeaceae, Phycomycetaceae, Absidiaceae, Mortierellaceae, Pilobolaceae, Choane-
phoraceae, Thamnidiaceae, Cunninghamellaceae, Mycotyphaceae, Syncephalastraceae

a Sigmoideomycetaceae [38].

4.4.1.1 Celed’: Mucoraceae

Celed Mucoraceae piedstavuje jednu z nejvétsich co do podtu zastupci, jsou zde zastou-

peny rody Mucor, Actinomucor, Rhizomucor, Parasitella, Zygorhynchus a Circinomucor,

Thamnidium, atd. [38].
Rod: Mucor

Zahrnuje ptes 100 druht, které se vyskytuji na riznych potravinich, napt. na chlebu, masle,
mase, ovoci, zelenin€. Tvoii vlaknity, vétSinou belavy porost s kulovitymi nahnédlymi

sporangii, jejichz kolumela mé rtzné tvary [33].
Mezi druhy vyznamné z hlediska kaZeni ovoce a ovocnych §t'dv Ize zatadit tyto:

Mucor circinelloides, M. fragilis, M. hiemalis, M. mucedo, M. racemosus (syn. M. dimor-
phosporus), M. fuscus (syn. M. petrinsularis), M. plumbeus, M. piriformis
(syn. M. wosnessenskii) [38, 39, 40].

Ostatni druhy z Celedi Mucoraceae, podilejici se na kazeni ovoce a ovocnych §tav:

Actinomucor elegans, Rhizomucor pusillus, Thamnidium elegans (zejména pii chladiren-

skych teplotich) [39, 40].

4.4.1.2 Celed’: Absidiaceae

Celed Absidiaceae patii k nejvétsim v celém fadu. Byla vymezena pro deset rodi,
které byly plivodné tazeny do Celedi Mucoraceae, protoze tvoii apofyzdtni sporangia.
Jsou zde zastoupeny druhy rodit Rhizopus, termofilni Thermomucor, Citrinella a Absidia.
Nékteré druhy jsou pro ¢loveéka patogenni (napt. Absidia corymbifera), na ovoci 1ze nalézt

Absidia ramosa (syn. Mycocladus ramosus) [38].

Rod: Rhizopus

V pfirod¢ hojné rozsitfeny, vyskytuje se v pudé, na hnijicich substratech, pisobi zejména

kazeni ovoce, kde zplisobuje hnilobu. Nékteré druhy rozkladaji pektiny a mohou vytvéret
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mykotoxiny. Od rodu Mucor se 1isi tim, ze tvoii delsi vldkna (vice jak 1 cm dlouhd),
a Ze sporangiofory vyristaji po 2 az 3 ze Slahounovitych hyf, tzv. stolonil, v mistech
kde vznikaji kotinkovité utvary zvané rhizoidy. Druhy Rhizopus japonicus a R. delemar
se vyuzivaji k vyrobé alkoholickych ndpojii (zejména v Japonsku), R. stolonifer
pak k primyslové vyrob¢ kyseliny fumarové, dalsi druhy k oxidaci steroidnich sloucenin

pii vyrobé 1éCiv. Nékteré druhy mohou byt patogenni pro clovéka [33, 35].

Na kazeni ovoce a ovocnych $§tav se nejvice podili Rhizopus stolonifer (syn. R. nigricans),
Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzae (syn. R. arrhizus) a dalsi [38, 39, 40].

Rod: Absidia

Z tohoto rodu se vyznamnéji na kazeni ovoce podili plisen Absidia ramosa (syn Mycocla-

dus ramosus) [38].

4.4.1.3 Celed’: Gibertellaceae

Tato Celed’ je vymezena pouze pro jeden druh Gibertella persicaria, kterd zpisobuje

skladiStni poskozeni broskvi, nektarinek, rajcat a hrusek [38].

4.4.2 Trida: Ascomycetes

Mycelium u vétSiny druhli je dobfe vyvinuto, bohaté rozvétvené se segmentovanymi
hyfami. V ptfehrddce maji jeden por, ktery umoZznuje pohyb cytoplazmy a jader. Hyfy velmi
Casto tvoii nepravé pletivo, tzv. plektenchym. Typickym rozmnoZovacim utvarem
je viecko (askus), ve kterém jsou tvofeny askospory. Zastupci této tiidy se vyskytuji témér
ve vSech moznych biotopech, vétSina z nich jsou saprofyti, ale nékteré druhy mohou byt

parazity rostlin, Zivocichl a také ¢lovéka [41].

4.4.2.1 Rdd: Eurotiales

Rod: Eurotium

Plisné osmofilni povahy, vyskytuji se na substratech s nizkou vodni aktivitou, pfileZitostné

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

Tento rod obsahuje vice nez 200 druhti, jsou Castym kontaminantem potravin, produkuji
mykotoxiny a mohou byt i pfilezitostnym patogenem clovéka (mykdzy). Zastupci jsou

bohaté enzymaticky vybaveni (amylolytické, pektolytické a proteolytické enzymy).

Na ovoci a v ovocnych Stavach lze piilezitostné nalézt A. flavus, ktery mize produkovat
aflatoxiny B a kyselinu cyklopiazonovu. Déle A. versicolor (producent mykotoxinu
sterigmatocystinu), A. niger (produkuje ochratoxin A), A. fumigatus (produkuje mykotoxi-
ny fumitremorginy, verruculogen a gliotoxin), A. carbonarius (spolecné s A. niger €asto
na plodech révy vinné, producent ochratoxinu A). Na kaZeni ovocnych $t'av se také podili
A. nidulans (teleomorfa Emericella nidulans) u kterého byla zjisténa produkce mykotoxinti

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

Rod: Penicillium ($tétickovec)

Druhové bohaty rod — vice nez 250 druhti, jedny z nejcastéjSich hub (ptida, ovzdusi),

vyznamni rozkladaci rostlinnych zbytk1l, casty kontaminant potravin.

Na ovoci a v ovocnych Stavach lze nalézt Penicillium chrysogenum (syn. P. notatum,
P. meleagrinum), které je producentem antibiotika penicilinu. Hnilobu jablek zpiisobuji
P. solitum (produkuje cyklopenin, cyklopenol, compaktiny), P. crustosum (producent
mykotoxinu penitremu, roquefortinu C, kyseliny terestrové aj.) a P. expansum (mykotoxiny
patulin, citrinin, chaetoglobosin C, roquefortin C). Hnilobu citrusovych plodi zpiisobuji
P. digitatum (pivodce zelené hniloby citrust, produkuje tryptoquivaliny) a P. italicum

(modrozelena hniloba citrust, produkuje kyselinu italikovou a verrucolon) [35, 40, 41, 42].

Rod: Paecilomyces

NejvyznamnéjSim zastupcem tohoto rodu je Paecilomyces niveus (teleomorfa Byssochla-
mys nivea), patii mezi obvyklé kontaminujici druhy. Je ¢astou pti€inou kaZeni nedostate¢né
tepelné osetienych potravin, zejména mostl, ovocnych dieni, kompotl (zejména merunck),
ovocnych S§tdv, protlakii apod. Nekteré izoldty mohou produkovat mykotoxin patulin.
Je termotolerantni (teplotni maximum 40 °C), askospory mohou po urcitou dobu piezivat
i teploty vyssi nez 80 °C. Podobnd je Paecilomyces variotii, kterd je rezistentni vuci
pusobeni sorbatu, produkuje patulin, je pfilezitostnym ptivodcem mykoz zvitat a Clovéka

[35, 40, 41, 42].
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4.4.2.2 Rdd: Hypocreales

Rod: Trichoderma

Z tohoto rodu lze jmenovat jako zdstupce plisen Trichoderma viride (teleomorfa Hypocrea
rufa), kterd se hojné vyskytuje a Ize ji mimo jiné nalézt i na ovoci. Produkuje mykotoxyny

trichodermin, emodin aj. [35, 40].

4.4.2.3 Rdd Capnodiales

Rod: Cladosporium

Na kazeni ovoce se podili Cladosporium herbarum (teleomorfa Mycosphaerella tassiana),
pusobi Cernn u jablek (tzv. melan6zu), které znehodnocuje jako materidl pro vyrobu

mostl. Produkce mykotoxind neni zndmad, rozklada celul6zu, pektiny a lipidy [35, 40].

4.4.2.4 Rdd: Leotiales

Rod: Botrytis

Zastupci rodu se vyskytuji velmi hojné po celém svété jako fytopatogenni plisné,
které zplsobuji zvlasté hniloby ovoce a zeleniny (napf. jahod, vinnych hroznt, rajcat,
hruSek a jablek) i pii nizkych teplotich (psychrofilni druhy). Plisenn Botrytis cinerea
(teleomorfa Botryotinia fuckeliana) tvoii na vinnych hroznech tzv. usSlechtilou plisen

pfi vyrobé¢ vin tokajského typu. Produkce mykotoxint nebyla zjisténa [35, 40].

4.4.2.5 Rdd: Pleosporales

Rod: Alternaria

Ptislusnici tohoto rodu jsou hojné rozsiteni po celém svété, rostou na riznych substratech
rostlinného ptivodu vcetné ovoce (hlavné jablka, hrusky a citrusové plody). Mohou
produkovat fadu toxintl, napt. toxicky metabolit AAT (Alternaria alternata toxin) podobny
fumonisinu, kyselinu tenuazonovou a ddle fadu mén¢ vyznamnych toxini, napt. alternariol

[40].

4.4.2.6 Rdd: Dothideales

Rod: Phoma



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Zastupci tohoto rodu tvofi tmavé zbarvend pyknidia, zptisobuji Skody na ovoci a zelening.

Nékteré druhy produkuji hotké latky [35].

4.4.2.7 Rdd: Sordariales
Rod: Monilia

Plisn¢ zplsobujici nemoc jadrovin a peckovin tzv. moniliézu. NejCastéji se nemoc
vyskytuje na slivonich, tfeSnich, viSnich, merunkéch a broskvonich. Je zptsobena ptede-

v8im druhy Monilia fructigena a Monilia laxa [35, 44].

4.4.3 Trida: Deuteromycetes (Fungi imperfecti)

Zastupce Trichothecium roseum, je rychle rostouci plisen, kterd se vyskytuje po celém
svete, roste v pudée a na rostlinnych substratech, napt. na ceredliich, pisobi hnilobu jablek,

muzZe se projevovat fytopatogenné. Produkuje mykotoxiny trichotheceny [33, 40, 42].

4.5 Mykotoxiny

Znacna cCast potravin je znehodnocena v dasledku Cinnosti plisni, jelikoZ tyto mikroorga-
nismy produkuji velké mnozstvi metabolith. Mezi né patii i mykotoxiny. Né&které plisné
jsou dilezitymi producenty latek s farmaceutickym vyuZitim (napf. penicilin, cyklosporin,
statiny). Jiné produkuji latky, které jsou pro ostatni organizmy toxické — mykotoxiny.
Mezi nejznaméjsi patii aflatoxiny, ochratoxin, patulin. Dalsi jako napiiklad trichotheceny,
zearalenon a fumonisiny, jsou dalezitymi kontaminanty potravin a krmiv. VétSina mykoto-
xind pusobi na clovéka hepatotoxicky nebo nefrotoxicky, u nékterych byly prokdziny

karcinogenni tc¢inky [45].

4.5.1 Aflatoxiny

Vv s

Aflatoxiny jsou nejsiln€j$i pfirodni karcinogenni latkou (nejsilnéjsi je typ B,), plsobici
na vSechny obratlovce vCetné Clov€ka. V potravinich lze nalézt aflatoxiny typu B, B,, Gy,
G,. Dalsi biotransformaci v organizmu obratlovcii mize dojit ke vzniku aflatoxini fady

M, P, H, Q, aj. [46].

Hlavnimi producenty aflatoxinii jsou plisné¢ rodu Aspergillus, hlavné¢ druhy A. flavus,

A. parasiticus a A. nomius [45].
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Tyto latky mohou u cloveéka vyvolat Reylv syndrom, zanét jater, primarni hepatom,

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

4.5.2 Citrinin

Siln€ nefrotoxicky mykotoxin, ktery byl v minulosti pouzivin jako antibiotikum. Plisné
produkujici tuto latku jsou v potravinach hojné rozsitené. Hlavnim producentem citrininu

je Penicillium verrucosum, P. expansum, P. radicicola, P. citrinum [47, 48].

4.5.3 Ochratoxin A

Producenty ochratoxinu A jsou zastupci rodi Aspergillus a Penicillium. U lidi zpisobuje

utlumeni imunity, je pravdépodobny karcinogen, ptisobi nefrotoxicky [47, 48].

4.5.4 Patulin

Patulin byl dfive vyuZivdn jako antibiotikum. Je produkovan plisnémi rodu Aspergillus,
Byssochlamys, Penicillium, hlavnim producentem je P. expansum [45]. Jsou jim Casto
kontaminovany ovocné diené, kompoty, stdvy a mosty. Jednd se o prokdzany karcinogen,

akutni otrava zpusobuje edém plic [47].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Material

5.1.1 Analyzovany material

Ke vSem analyzdm byl pouZit nepasterizovany Cisté piirodni jablecny most, vyrobeny
v domdcich podminkéach sle¢nou Martinou Pastyiikovou z Luhacovic (vyroben na podzim
2010). Most byl pro analyzy uchovdavan v 0,5 1 PET lahvich v mraznicce pii teploté
-25+1°C.

5.1.2 Kultiva¢ni pady

Pro stanoveni inhibi¢niho u¢inku monoacylglycerolti na rtst kvasinek a mikroskopickych
vldknitych hub bylo pouzito komeréné doddvané médium Fungal Agar (HiMedia Bombay,

India).

Ke stanoveni schopnosti kvasinek zkvaSovat vybrané sacharidy bylo pouzito nasledujici

médium podle [49]:

e Beef Extract (HiMedia Bombay, India)..................... 30¢g
e Pepton (HiMedia Bombay, India)........ccccccoceeeunennee. 10,0 g
e NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)...................... 50¢g
® roztok bromkresolové Cerveni.......occoeveenieeueennennnen. I ml
o destilovand voda.........cccceeiiiiiiiniiiniiee 1000 ml

Do média byl ptidavén sterilni 5% roztok sacharidu na vyslednou koncentraci 1-2 %.

Pouzité sacharidy: D-glukéza (Lachema a.s., Brno), Galakt6za (Lachema a.s., Brno),
Sacharéza (Lachema a.s., Brno), Lakt6za (Lachema a.s., Brno), Maltéza (Lachema a.s.,

Brno).
Fyziologicky roztok:
e NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)..................... 85¢g

e destilovana voda..........eeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiaan 1000 ml
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Vsechna média byla sterilizovana v autoklavu po dobu 20 minut pti 121 °C.

5.1.3 Monoacylglyceroly

Ke zjisténi inhibi¢nich ucinki na rist kvasinek a mikromycet in vitro a v jableéném mostu

byly pouZity tyto monoacylglyceroly:

MAG kyseliny kaprinové (MAG C10:0)

MAG kyseliny laurové (MAG C12:0)

MAG kyseliny adamantankarboxylové (MAG ACA)

Monoacylglyceroly kyseliny kaprinové a laurové byly vyrobeny v laboratotich Ustavu tukil,
tenzidtl a kosmetiky (UTTTK) Univerzity Tomase Bati ve Zlin&. Monoacylglycerol kyseli-
ny adamantankarboxylové byl poskytnut pracovniky UTTTK.

Postup vyroby MAG:

Monoacylglyceroly kyseliny kaprinové (1-monokaprin) a laurové (1-monolaurin) byly vy-
robeny adici mastnych kyselin na glycidol (2,3-epoxy-propanol) za katalyzy chromium (III)
acetat hydroxidu zptisobem, ktery byl podrobn¢ popsan v publikacich [12] a [50]. Reakce
byla provedena ve sklenéném dvouplastovém reaktoru. Navazka mastné kyseliny Cinila
50 g. Po jejim rozpusténi byl pfiddn chromium (III) acetdt hydroxid tak, aby jeho mnoZstvi
bylo 0,5 % hm. navdZky mastné kyseliny. Tato smés byla zahifivdna pfi teploté
90 °C 30 minut. Po uplynuti této doby byl pfidan ke smési glycidol tak, aby jeho mnoZstvi
bylo v poméru mastnd kyselina : glycidol 1 : 1,3. Tato reakéni smés byla zahiivdna
v reaktoru pii 90 °C po dobu 2 hodin. Po této dob¢ byl zjiStén stupent konverze dle [12].
Vysledny produkt byl dvakrat piecistén rekrystalizaci v etanolu a filtraci pod tlakem. Poté

byl pfebytecny etanol odparfen na vakuové odparce.

Postup pfi stanoveni stupné konverze:

Po ukonceni zahfivani reakéni smési byly tyCinkou odebrany vzorky. Kazdy vzorek
byl zvazen, rozpustén v 5 ml smési xylen : etanol (1 : 1) a titrovdn alkoholickym roztokem
0,1 M KOH (za ptidavku indikétoru fenolftaleinu) do prvniho fialového zabarveni trvajici-
ho nejméné 10 sekund. Hmotnostni procenta dané mastné kyseliny vztazené na navazku

mastné kyseliny byly vyjadieny rovnici (R-1):
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M

%C = %.100 (R-1)

1000-m- p
Kde: a - spotieba 0,1 M KOH ptfi titraci [ml]
ckon — presna koncentrace KOH [mol.l'l],
M, — molérni hmotnost dané mastné kyseliny [g.mol™'],
m — navazka odebraného vzorku [g],
p — pomér skutecné navazky kyseliny do reakce k celkové hmotnosti vSech reaktan-
th.
Poté byla vypoctena konverze dle rovnice (R-2):
D%MAG =100-%C (R-2)

Konverze reakce pfi vyrobé MAG k. kaprinové byla 96,5 %, pti vyrobé MAG k. laurové
98,1 %. Konverze adamantankarboxylové kyseliny byla 98,9 %.

5.1.4 Pouzité chemikalie

Destilovana voda

Ethanol denaturovany 96%

Glycidol (2,3-epoxy-propanol) 96 % (Sigma-Aldrich, Praha)
Chromium (III) acetat hydroxid (Sigma-Aldrich, Praha)
Hydroxid draselny (Lachema a.s., Brno)

Xylen (Lachema a.s., Brno)

Fenolftalein

Kyselina kaprinovéa (Sigma-Aldrich, Praha)

Kyselina laurova (Sigma-Aldrich, Praha)

Monoacylglycerol kyseliny 1-adamantankarboxylové (UTTTK , 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)

Maltéza (Lachema a.s., Brno)

Methylenova modf

Bromkresolova Cerven

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

Jar Lemongrass (Rakona, Rakovnik)

5.1.5 Pristroje a pomiicky

Box pro préci ve sterilnim prosttedi EUROFLOW EF/S Clean Air (Nizozemi)

Mikropipety Nichipet (Japonsko)

Mikropipety Eppendorf Reseach (Anglie)
Mikropipety BioHit (Anglie)

Mikropipety Hirschmann Labopette (Némecko)
Autoklav H+P Varioklav (Némecko)

Autoklav Systec 2540 (Nizozemi)
Automaticky sterilizdtor kli¢ek

Susarna Memmert UNB 500 (Némecko)
Susarna KBC G-100/250 (Polsko)

Vakuova odparka Heidolph 2 (Némecko)
Vakuova pumpa Vacuubrand MD 4C NT (Némecko)
MikrovInnd trouba Electrolux (Svédsko)
Chladnicka Electrolux (gvédsko)

Magnetické michadlo LAVAT MM4 (CR)

Sklenény dvouplastovy reaktor
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Digitalni byreta Brand 25 ml (Némecko)
Laboratorni vahy Kern 572 (Némecko)
Analytické vahy Sartorius Basic Plus (Némecko)
Mikroskop Olympus CX41 (Japonsko)
Fotoaparat Olympus C3040 (Japonsko)

Petriho misky

Laboratorni sklo a dalsi laboratorni pomucky
5.2 Metodika

5.2.1 Stanoveni inhibi¢nich G¢inkid MAG na rist plisni in vitro

Pro zjisténi inhibi¢nich u¢inki MAG na mikromycety in vitro byl pouzit Fungal Agar
s ptidavkem 2% roztoku patticného MAG (MAG C10:0, MAG C12:0, MAG ACA)
v etanolu. Vysledné koncentrace inhibi¢ni litky v agaru byly nésledujici: 250 pg.ml™”,
750 pg.ml™, 1000 pg.ml™, 1500 pg.ml™. V piipadé kombinaci (MAG C10:0/MAG C12:0,
MAG C10:0/ MAG ACA a MAG C12:0/MAG ACA v poméru 1 : 1) byly MAG aplikové-
ny do agaru tak, aby jejich vyslednd koncentrace byla: 200 ug.ml'l, 400 ug.ml'l,
500 pg.ml”, 1000 ug.ml'l. Byly také ptipraveny misky s Fungal Agarem bez ptidavku
MAG jako pozitivni kontrola. Misky s pfipravenym agarem byly ponechidny 2 dny
pfi pokojové teploté, poté byly vpichem sterilni jehlou naockovany plisn€ (vzdy 2 vpichy
na jednu misku). Po naockovani byl denn¢ zaznamenavan pramér kolonii po dobu 14 dnt.

Z namétenych hodnot byly vyjadieny nasledujici ristové parametry:

A — maximdlni primér kolonie dosaZzeny béhem experimentdlni doby 14 dna [cm],

Umax — maximalni radidlni rychlost ristu [cm/den],

Déle byl proveden piiblizny odhad délky lag faze (A) tj. doba po které zacne radidlni rist
kolonie) [den], a hodnoty MDT — tj. doba ristu kolonie potfebnd k dosazeni praméru

1 cm [den]. Parametry byly definovany podle Altieri et al. [19].
Pro stanoveni inhibi¢nich u¢inkd v podminkdch in vitro byly pouzity nésledujici kultury
plisni poskytnuté Ustavem technologie a mikrobiologie potravin: Aspergillus niger,

Alternaria alternata, Penicillium roqueforti, Mucor racemosus.
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5.2.2 Izolace kvasinkovych a plisiiovych kultur z jable¢ného mostu

Jable¢ny most byl nafedén fyziologickym roztokem pomoci desitkového fedéni na koncent-
raci 1072 Poté bylo 0,1 ml nafedéného moStu naockovano na sterilni misky s Fungal
Agarem. Po dvoudenni kultivaci pii 25 + 1 °C byly izolovany kultury kvasinek. Ty byly
preciStény pomoci kiizového roztéru. Po 5 dnech kultivace misek s naoCkovanym nated¢-

nym moStem byly izolovény také kultury plisni.

5.2.3 Priprava roztoki monoacylglyceroli a jejich aplikace do mostu

Byly pfipraveny 20% (w/v) zasobni roztoky vSech tif monoacylglycerolt (MAG C10:0,
MAG C12:0 a MAG ACA) v absolutnim etanolu. MAG byly do jableéného mosStu
aplikovany v rozmezi koncentraci 50 az 1500 ug.ml'l. Objemy, které byly pipetovany pro

dosazeni piesné koncentrace MAG v moStu jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1. — Aplikace roztokit MAG do jablecného mostu

Konc. MAG [pg.ml'l] Objem MAG [pl] | 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 22,5 +225 29,95

250 + 250 37,5+37,5 29,92

Byly zvoleny nasledujici koncentrace monoacylglyceroli v mostu:

MAG C10:0: 50 pg.ml™, 250 pg.ml™", 500 pg.ml”, 1000 pg.ml", 1500 pg.ml™
MAG C12:0: 50 pg.ml”, 250 pg.ml™", 500 pg.mlI™, 1000 pg.ml™, 1500 pg.ml™
MAG ACA: 50 pg.ml™, 250 pg.ml™", 500 pg.m1”, 1000 pg.ml”, 1500 pg.ml™
Kombinace MAG:

MAG C10:0/ MAG C12:0 v poméru 1/1: 200 pg.ml™, 300 pg.ml", 500 pg.ml™
MAG C10:0/ MAG ACA v poméru 1/1: 200 pg.ml™, 500 pg.ml™

MAG C12:0/ MAG ACA v poméru 1/1: 200 pg.mlI™, 500 pg.ml™

Déle byl ptipraven vzorek mostu bez ptidavku MAG, ktery slouzil jako kontrola.
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5.2.4 Mikrobiologicka analyza vzorku jableéného mosStu

Vzorky mosti byly uskladnény po dobu 4 tydna pfi teploté¢ 5 °C. Po kazdém tydnu
byl proveden mikrobiologicky rozbor. Jednotlivé vzorky byly vhodné nafedény
ve zkumavkdch se sterilnim fyziologickym roztokem. Poté bylo 0,1 ml nafedéného vzorku
inokulovéno rozettenim sterilni hokejkou na Petriho misky s Fungal Agarem a misky byly
kultivovany piti teplot¢ 25 + 1 °C. Po 5 dnech byly odecteny pocty kolonii kvasinek
a po 14 dnech byly odecteny pocty kolonii mikromycet. Vysledky byly vyjadifeny jako CFU

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

Vs

6.1 Inhibi¢ni G¢inky monoacylglyceroli na rist mikromycet in vitro

Do agaru s pifidavkem 1-monokaprinu byly naoCkovéany kultury plisni. Ty byly ponechény

pfi teploté 25 + 1 °C po dobu 14 dni. Kazdy den bylo provddéno méfeni priiméru kolonii.

6.1.1 Vliv monoacylglyceroli na rast Aspergillus niger

Tato mikromyceta pati{ k druhtim méné vnimavym k piitomnosti MAG, o této skutecnosti
sved¢i, ze radidlni rist nebyl zastaven ani pifi nejvysSich koncentracich inhibi¢ni latky,
avSak u vsech testovanych monoacylglyceroli byla zjiSténa snizujici se rychlost riistu

se zvySujicim se obsahem inhibi¢ni latky oproti kontrole bez MAG.

Z obrazkl 1 a 2 (viz niZe) je patrné, Ze pii pouziti kombinaci MAG lze dosdhnout stejného
inhibi¢niho uc¢inku pii nizsi celkové koncentraci, nez pii pouziti jen jednoho typu MAG.
V ptipadé¢ plisn¢ Aspergillus niger bylo naptiklad dosaZeno stejného sniZeni rychlosti ristu
oproti pozitivni kontrole u 1000 pg.ml'1 MAG CI10:0/MAG ACA jako v ptipadé
1500 pg.mlI MAG C10:0.

Aspergillus niger
120,0
100,0
g 80,0 A
3
£ 60,0 -
2
x 40,0 1
()
©
£ 20,0 -
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [ug.mi-1]
O MAG C10:0 E MAG C12:0 O MAG ACA

Obr. 1. — Vliv MAG na rist plisné Aspergillus niger.
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Aspergillus niger
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Koncentrace MAG [ug.mi-1]
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Obr. 2. — Vliv MAG na rist plisné Aspergillus niger.

200 pg.ml”

.

1000 pg.ml”

Obr. 3. — Riist plisné Aspergillus niger na agaru s roz-

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

agaru s obsahem MAG.
| Afem]” | piax [emiden]’ | A [den] | MDT [den]
MAG C10:0
Opg.m™ | >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 pg.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
Opg.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
Opg.m™ | >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
Opg.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
Opg.m™ | >6,00+£0,00 | 0,77+0,35 1 2
200 pg.ml" | >6,00£0,00 | 0,73+0,26 1 3
400 pg.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.mlI* | 0,90+0,82 | 0,06 +0,08 6 -
MAG C12:0/MAG ACA
Opg.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: *) Primérné hodnoty (n = 4)

A — maximdlni primér kolonie dosaZzeny béhem experimentalni doby 14 dnti [cm],
Umax — maximaln{ radialni rychlost ristu [cm/den],
A —lag faze (tj. doba po které zaCne radidlni rist kolonie) [den],

MDT — doba rtstu kolonie potfebna k dosazeni priméru 1 cm [den].
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V tabulce 2 jsou uvedeny parametry popisujici rast A. niger v prostfedi riznych koncentra-

ci monoacylglycerolt.

Z obrazku 3 (vySe) je patrnd klesajici rychlost radidlniho rastu kolonii se zvySujici

se koncentraci MAG v médiu.

6.1.2 Vliv monoacylglycerolii na rust Alternaria alternata

Tato mikromyceta byla nejvice vnimava na pfitomnost MAG v kultivacnim médiu. Jeji rtst
byl zcela zastaven v ptipadé MAG C10:0 jiZ od koncentrace 250 u g.ml'l. Dalsi MAG zcela
inhibovaly rlst az pfi vysSich koncentracich, napf. kombinace MAG C10:0/MAG ACA
od koncentrace 400 pg.ml'l, kombinace MAG C10:0/MAG C12:0 od koncentrace
500 pg.ml'l, tato skutecnost je patrnd z obrazkl 4 a 5. Pridavek MAG vyrazné prodlouzil
dobu lag-faze a to ve vétSin¢ koncentraci (Tab. 3). K podobnym zavériim dosla i Némcova

ve své praci [51].

Inhibicni plisobeni MAG je patrné i z obrazku 6, na kterém je vidét rozdil ve velikosti

kolonii po 7 dnech kultivace.

Alternaria alternata
120,0
100,0
g 80,0 -
>
= 60,0 |
‘2
x 40,0
Q
ge]
£ 20,0
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [ug.mi-1]
o MAG C10:0 m MAG C12:0 0O MAG ACA

Obr. 4. — Vliv MAG na rist plisné Alternaria alternata.
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Index rastu [%]

Alternaria alternata

120,0
100,0

80,0

60,0

40,0 +—

20,0 +—

0 - |
0 200 400 500 1000
Koncentrace MAG [ug.mI-1]

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

Obr. 5. — Vliv MAG na rist plisné Alternaria alternata.

500 pg.ml” 1000 pg.ml”

Obr. 6. — Rust plisné Alternaria alternata na agaru s roz-

dilnou koncentraci kombinace MAG C:12/MAG ACA.
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Tab. 3. — Kinetické parametry riustu plisné Alternaria alternata

na agaru s obsahem MAG.

| Afcm]” \ Unax [cm/den]” | A [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
Opg.ml” | >6,00£0,00 | 0,75+0,19 1 2
250 ug.ml" | 0,00+0,00 | 0,00 +0,00 - -
750 ug.ml” | 0,00+0,00 | 0,00 +0,00 - -
1000 pg.ml™ | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1500 pg.ml”" | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -
MAG C12:0
Opg.ml” | >6,00£0,00 | 0,75+0,19 1 2
250 ug.ml" | 5,70+0,10 | 0,41+0,21 2 4
750 yg.ml" | 4,85+0,85 | 0,35+0,20 3 7
1000 pg.ml”" | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1500 pg.ml™ | 0,00 £0,00 | 0,00 +0,00 - -
MAG ACA
Opg.ml” | >6,00£0,00 | 0,75+0,19 1 2
250 ug.ml" | 5,63+ 0,31 0,40 £0,18 2 3
750 ug.ml” | 1,90+0,35 | 0,14 +0,08 5 10
1000 pg.ml™ | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1500 pg.ml”" | 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 yg.ml" | 0,85+047 | 0,06+0,08 4 -
400 pg.ml™ | 0,70 +0,21 0,05 + 0,04 4 -
500 pyg.ml" | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 - -
1000 pg.ml™ | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -
MAG C10:0/MAG ACA
Opg.ml” | >6,00+£0,00 | 0,75+0,19 1 2
200 pg.ml" | 0,80+0,39 | 0,06+0,02 1 -
400 pyg.ml™ | 0,00+0,00 | 0,00 +0,00 - -
500 pyg.ml" | 0,00+0,00 | 0,00+ 0,00 - -
1000 pg.ml™" | 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+0,04 | 0,14 +0,09 4 9
500 ug.ml" | 1,18+0,69 | 0,08 +0,06 4 13
1000 pg.ml™ | 0,00 £0,00 | 0,00+ 0,00 - -

Legenda k tabulce 3: *) Primérné hodnoty (n = 4)
A — maximdlni primér kolonie dosaZzeny béhem experimentalni doby 14 dnti [cm],
Umax — maximaln{ radialni rychlost ristu [cm/den],

A —lag faze (tj. doba po které zaCne radidlni rist kolonie) [den],

MDT — doba rtstu kolonie potfebna k dosazeni priméru 1 cm [den].
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6.1.3 Vliv monoacylglyceroli na rust Penicillium roqueforti

Tato mikromyceta neni tak citlivd na pfitomnost MAG jako tomu bylo v piipadé¢ A. alter-
nata. Rust byl téméf zastaven na miskdach s nejvysSich koncentraci (1500 p g.ml'l)

MAG C10:0 a MAG ACA. Ostatni MAG a jejich kombinace byly méné ucinné (Tab. 4).

Tab. 4. — Kinetické parametry ristu plisné Penicillium roquefor-

ti na agaru s obsahem MAG.

| A fem]” \ Unax [cm/den]” | A [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
Oug.ml” | >6,00+0,00 | 0,66 +0,24 1 1
250 ug.ml" | >6,00+0,00 | 0,28 +0,13 1 4
750 uyg.ml’ | 2,40+£0,39 | 0,17 +0,10 4 9
1000 ug.ml” | 1,00+053 | 0,07 £0,06 5 14
1500 pg.ml’ | 0,58 +0,25 | 0,04 +0,02 7 -
MAG C12:0
Opg.ml’ | >6,00+0,00 | 0,66 +0,24 1 2
250 uyg.ml" | 4,75+0,30 | 0,34+0,15 2 4
750 uyg.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 ug.ml” | 2,15+0,20 | 0,15+0,09 3 10
MAG ACA
Opug.ml” | >6,00+0,00 | 0,66+0,24 1 2
250 ug.ml" | 530+0,35 | 0,38+0,12 1 3
750 ug.ml’ | 1,68+024 | 0,12+0,08 2 10
1000 ug.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
Opg.ml’ | >6,00+0,00 | 0,66 +0,24 1 1
200 pug.ml" | >6,00+0,00 | 0,59 +0,20 1 3
400 ug.ml" | >6,00£0,00 | 0,52 0,22 2 4
500 pug.ml" | >6,00+0,00 | 0,46 +0,23 2 4
1000 ug.ml" | 4,63+0,63 | 0,33+0,20 3 7
MAG C10:0/MAG ACA
Opug.ml” | >6,00+0,00 | 0,66 +0,24 1 2
200 ug.ml" | >6,00+0,00 | 0,60 0,26 1 3
400 ug.ml" | 6,00+£0,16 | 0,43+0,23 2 4
500 ug.ml" | 593+0,38 | 042+0,21 2 5
1000 pg.ml’ | 268+0,29 | 0,19+0,14 3 10
MAG C12:0/MAG ACA
Opg.ml’ | >6,00+0,00 | 0,66 +0,24 1 2
200 yg.ml" | >6,00+0,00 | 053+0,17 1 3
400 ug.ml" | >6,00+0,00 | 0,43 0,20 2 4
500 ug.ml" | >6,00+0,00 | 0,42+0,17 2 4
1000 ug.ml" | 4,13+0,13 | 0,29 +0,24 3 8

*) Primérné hodnoty (n = 4)
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Legenda k tabulce 4:
A — maximdlni primér kolonie dosaZzeny béhem experimentalni doby 14 dnti [cm],
Umax — maximaln{ radialni rychlost rastu [cm/den],
A —lag faze (tj. doba po které zaCne radidlni rist kolonie) [den],

MDT — doba rtstu kolonie potfebna k dosazeni priméru 1 cm [den].

Z obrazka 7 a 8 je patrné, Ze nejucinnéjsi byly MAG C10:0 a MAG ACA. K tplné inhibici

rustu P. roqueforti v§ak nedoslo v Zadné koncentraci MAG.

Penicillium roqueforti
120,0
100,0
g 80,0 1+
3
2 60,0
2
x 40,0
()
T
£ 20,0
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [ug.mi-1]
O MAG C10:0 m MAG C12:0 O MAG ACA

Obr. 7. — Vliv MAG na rist plisné Penicillium roqueforti.
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Index rastu [%]

Penicillium roqueforti

120,0

100,0

80,0 A
60,0
40,0 -

20,0

0,0

0 200 400 500 1000

Koncentrace MAG [ug.mi-1]

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

Obr. 8. — Vliv MAG na riist plisné Penicillium roqueforti.

0 ug.ml’

500 pg.ml™” 1000 pg.ml

Obr. 9. — Rust plisné P. roqueforti na agaru s rozdil-

nou koncentraci kombinace MAG C10:0/MAG C12:0.
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Inhibi¢ni plsobeni kombinace MAG C10:0/MAG C12:0 je vidét z obrazku 9, na kterém

je zaznamendn rozdil velikosti kolonii po 7 dnech kultivace.

6.1.4 Vliv monoacylglyceroli na rust plisné Mucor racemosus

Tato rychle rostouci plisenn vykazovala podobnou citlivost na MAG jako v pfedchozich
piipadech. S rostouci koncentraci MAG rychlost rastu vyznamné klesala. Naptiklad
u MAG C10:0 bylo u koncentrace 1500 pg.ml™ pozorovano sniZeni radidlni rychlosti riistu
z 1,83 cm.den’ (pozitivni kontrola bez MAG) na 0,03 cm.den’’ (Tab. 5). Zaroven v tomto
ptipad¢ doslo k prodlouZeni doby lag-faze z 1 dne na 9 dnli. Podobny tc¢inek mél i MAG
ACA v koncentraci 1500 pg.ml'l, ktery snizil rychlost radidlniho rstu na 0,05 cm.den”
a délka lag-fize byla 10 dnii. Udaje o tgincich viech MAG a jejich kombinaci jsou patrné
zobrazkli 10 a 11. Inhibi¢ni pisobeni kombinace MAG C10:0/MAG ACA je vidét

z obrdzku 12, na kterém je zaznamenan rozdil velikosti kolonii po 7 dnech kultivace.

Mucor racemosus
120,0
100,0
g 80,0
>
2 60,0
‘2
x 40,0 +—
Q
ge]
£ 200 [
0,0
0 250 750 1000 1500
Koncentrace MAG [ug.mi-1]
o MAG C10:0 m MAG C12:0 0O MAG ACA

Obr. 10. — Vliv MAG na rust plisné Mucor racemosus.
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Index rastu [%]

120,0
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100,0
80,0 +
60,0 +
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0,0

0O MAG C10:0/MAG C12:0

200 400 500 1000

Koncentrace MAG [ug.mi-1]

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

Obr. 11.

Obr.
s rozdilnou koncentraci MAG CI10:0/MAG ACA.

— Vliv MAG na rust plisné Mucor racemosus.

200 pg.ml”

500 pg.ml™” 1000 pg.ml™

12. — Rist plisné M. racemosus na agaru
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Tab. 5. — Kinetické parametry rustu plisné Mucor

racemosus na agaru s obsahem MAG.

| A fem]” \ Unax [cm/den]” | A [den] \ MDT [den]
MAG C10:0
0 pg.ml” >6,00 0,00 | 1,83 +0,30 1 1
250 ug.ml’ | >6,00 0,00 | 1,11 +0,32 1 2
750 ug.ml" | 3,70 0,00 0,26 +0,19 2 8
1000 ug.ml" | 1,13+0,15 0,08 + 0,07 6 14
1500 pg.ml" | 0,48 + 0,61 0,03 +0,06 9 -
MAG C12:0
0 ug.ml” >6,00+0,00 | 1,83 +0,30 1 1
250 ug.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.ml" | 4,88 +0,33 0,35+0,13 1 4
1500 ug.ml" | 2,70 + 0,43 0,19+0,16 6 9
MAG ACA
0 pg.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 ug.ml" | 3,13+0,73 0,22+0,16 3 9
1500 pg.ml' | 0,73 £0,38 0,05 + 0,09 10 -
MAG C10:0/MAG C12:0
0 ug.ml” >6,00+0,00 | 1,83 +0,30 1 1
200 ug.ml" | >6,00+0,00 | 1,07 +0,33 1 2
400 pg.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 ug.ml" | 5,85+0,32 0,42 + 0,27 3 7
MAG C10:0/MAG ACA
0 pg.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 pg.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
0 ug.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 pg.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 ug.ml" | >6,00 £0,00 | 0,39 +0,25 3 6
Legenda k tabulce 54: *) Praimérné hodnoty (n = 4)

A — maximalni primér kolonie dosazeny béhem experimentalni doby 14 dnti [cm],
Umax — maximaln{ radialni rychlost rdstu [cm/den],
A —lag faze (tj. doba po které zacne radidlni rist kolonie) [den],

MDT - doba ristu kolonie potiebna k dosaZeni pruméru 1 cm [den].
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6.2 Izolace kultur kvasinek a plisni z jablecného mostu

6.2.1 Izolace a charakterizace kvasinek

Pomoci kiizového roztéru byly z mostu izolovany Ctyii Cisté kultury kvasinek. Z téchto
kultur byly provedeny mikroskopické preparaty a byl proveden test na schopnost fermenta-

ce sacharida.

Izol4t €. 1: Hladké lesklé kolonie krémové barvy (Obr.13). Tvorba nariiZovélého pigmentu
pii kultivaci na dennim svétle, rizové precipitacni zény. Pomérné velké bunky, v mikro-
skopickém prepardtu nebyly nalezeny Zadné pucici kvasinky. V tekutém médiu tvofila

kultura nejprve sediment, poté byla vytvoiena blanka na povrchu.
ZkvaSovani sacharidu: Glu +, Gal +, Mal +, Sac +, Lac -.

Dle morfologickych znaki a schopnosti zkvaSovat sacharidy je mozné, Ze se jedna

o zastupce rodu Saccharomyces spp.

Obr. 13. — Ruist kvasinky ¢. 1 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepardt bar-

veny metylénovou modri, zvétseni 20x100 (vpravo).

Izolat €. 2: Hvézdicovité kolonie, které nejsou ostfe ohrani¢eny, krémova barva (Obr. 14).
Tvorba pigmentu ani precipitacnich zén nebyla zjiSténa. V tekutém médiu tvofila kultura
pouze sediment. Na mikroskopickém prepardtu bylo nalezeno pomérné velké mnoZstvi

pucicich bunék.

ZkvaSovani sacharidu: Glu +, Gal +, Mal -, Sac +, Lac -.
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Obr. 14. — Ruist kvasinky ¢. 2 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepardt bar-

veny metylénovou modri, zvétseni 20x100 (vpravo).

Izolét ¢. 3: Kulaté, lesklé, slizovité kolonie, vyrazné rizovo-Cervené zabarvené (Obr. 15).
Bez vylouceného pigmentu do kultivaéni pidy. V tekutém médiu tvorba
nariizovélého sedimentu, pozdé&ji nariiZzovely povlak na povrchu. V mikroskopickém prepa-

ratu bylo mozné pozorovat pucici burky.
ZkvaSovani sacharidu: Glu +, Gal -, Mal -, Sac +, Lac -.

Dle morfologickych znaki a schopnosti zkvaSovat sacharidy je mozné, Ze se jednd

o zastupce rodu Rhodotorula spp.

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

barveny metylénovou modii, zvétSeni 20x100 (vpravo).
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Izolat ¢. 4. Kulaté, lesklé, slizovité, nazloutlé kolonie (Obr. 16). Charakteristické velmi
rychlym ristem oproti piedchozim tfem izolatim. Bez vylouceného pigmentu do okoli.
V tekutém médiu kultura tvofila pouze sediment. V mikroskopickém preparatu

byly pozorovany i pucici bunky.

ZkvasSovani sacharidu: Glu +, Gal -, Mal -, Sac +, Lac -.

Obr. 16. — Rust kvasinky ¢. 4 na Fungal agaru (vlevo), mikroskopicky prepardt bar-

veny metylénovou modri, zvetseni 20x100 (vpravo).

6.2.2 1Izolace plisni

Z jable¢ného mostu bylo izolovadno celkem 9 €istych plisnovych kultur. Tyto kultury byly
kultivovdny na Fungal Agaru. Z nich byly pfipraveny také mikroskopické preparaty, které
byly kultivovény taktéz na Fungal Agaru.

Poznamka:

Na zdkladé¢ pozorovani riistu plisni a jejich mikroskopickych preparati byly nékteré kultury
podrobnéji taxonomicky zafazeny. Toto zafazeni je kvuli velké ndrocnosti pouze informa-

tivni a nelze jej chdpat (z hlediska omezenych zkuSenosti autora) jako absolutné spravné.

Izoldt €. 1: Sametové kolonie svétle Sedé barvy, s paprs€itymi ryhami. Nevylucuje
do média Zadny pigment. Spodni strana kolonii svétle hnédd. Konidiofory s hladkou

stopkou, konidie vyrustaji z fialid v fetizcich, jsou kulovité, hladké (Obr. 17).
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Na zdkladé makromorfologickych a mikromorfologickych znaki lze tvrdit, Ze tato pliseni

patii do rodu Penicillium.

Obr. 17. — Rust plisné ¢. 1 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidiofor — zvét-

Seni 20x 40 (vpravo).

Izolédt €. 2: Rychle rostouci pliseit. Nevylucuje do média Zadny pigment. Spodni strana
kolonii nebyla zbarvena. Pod mikroskopem patrné stolony s rhizoidy. Sporangia kulovita,

hladkd. Sporangiospory vejcité, nékteré nepravidelné.

Na zdkladé makromorfologickych (Obr. 18) a mikromorfologickych znak patii tato plisent

pravdépodobné do rodu Rhizopus, nejspise se jednd o druh Rhizopus stolonifer.

Obr. 18. — Rust plisné ¢. 2 na Fungal Agaru (vlevo); sporangium se sporangi-

osporami — zvetseni 20x 40 (vpravo).
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Izolét €. 3: Pomalu rostouci plisen se sametovymi koloniemi bilé barvy, které byly po delsi
dobé zbarveny do slabé rGzového odstinu. Pigment nebyl do okoli vylucovan. Spodni

strana kolonif nartiZovéla. Vzhled kolonif a fruktifikacnich organt je patrny z obrazku 19.

Obr. 19. — Riist plisné ¢. 3 na Fungal Agaru (vlevo); vpravo fruktifikacni orgdny
(zvetseni 20x 40).

Izoldt €. 4: Rychle rostouci plisen. Kolonie svétle Zlutohnédé barvy. Nizké mycelium.
Nevylu€uje pigment do média. Spodni strana kolonii neni zbarvena. Sporangia kulovita,

hladkd. Sporangiospory kulovité.

Na zdkladé makromorfologickych (Obr. 20) a mikromorfologickych znak patii tato plisent

pravdépodobné do rodu Mucor.
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Obr. 20. — Rust plisné ¢. 4 na Fungal Agaru (vlevo); sporangium se sporangi-

osporami — zvétSeni 20x 40 (vpravo).

Izolét €. 5: Pomalu rostouci pliseni, kolonie tmavé hnédé az cerné, s paprsCitymi ryhami.
Vylucuje ¢iry exudat. NevyluCuje pigment do média. Spodni strana kolonii ¢erné zbarvena.

Mycelium husté segmentovano (Obr. 21).

Obr. 21. — Rust plisné ¢. 5 na Fungal Agaru (vlevo); mycelium (vpravo).

Izolat €. 6: Kolonie hnéd¢ zbarvené, hladké, nizké. Spodni strana kolonii tmavé hnéda.
Nevylucuje pigment do média. Konidiofory s hladkou stopkou. Konidie vyristaji z fialid

v dlouhych fetizcich, jsou kulovité, hladké (Obr. 22).
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Obr. 22. — Rust plisné ¢. 6 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidiofor — zvet-

Seni 20x 40 (vpravo).

Izolat €. 7: Kolonie tmavé hnédé az tmavé zelené barvy, nepravidelné, povrch bradavi¢na-
ty. Nevylucuje pigment do média. Spodni strana kolonii svétle hnédd. Konidiofory
s hladkou stopkou. Velké mnozstvi konidif vyrastd z fialid v dlouhych fetizcich, jsou kulo-

vité az elipsoidni, hladké (Obr. 23).

Obr. 23. — Rust plisné ¢. 7 na Fungal Agaru (vlevo); konidie a konidiofor — zvét-

Seni 20x 40 (vpravo).
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Izolét €. 8: Kolonie rychle rostouci, tmavé hnéd¢€ zbarvené, spodni strana kolonii nezbarve-
na. Nevylucuje pigment do kultivaéniho média. Sporangiofory pod sporangiem ¢asto ohnu-

té, zprohybané. Sporangia velkd, kulovitd, ostnitd (Obr. 24). Sporangiospory elipsoidni.

Na zdkladé makromorfologickych a mikromorfologickych znak patii tato plisen pravde-

podobné do rodu Mucor.

Obr. 24.— Riist plisné ¢. 8 na Fungal Agaru (vlevo); sporangiofor se sporangiem —

zvetseni 20x 40 (vpravo).

Izolat ¢. 9: Pomalu rostouci kolonie, sametové s paprs€itymi ryhami. Bilé barvy, pozdéji
zacinaji velmi vyrazné Zloutnout. Nakonec Zluta barva kolonie piechézi do tmavé zeleného
zabarveni. Zluty pigment je vylu¢ovan také do kultivaéniho média, které je jim pozdgji

zcela obarveno. Na povrchu kolonii vylu¢ovan zluty exudét (Obr. 25).

Na zédklad€ vySe uvedenych znaki lze tuto plisent zatadit do rodu Penicillium. S nejveétsi
pravdépodobnosti se jednd o druh Penicillium chrysogenum, pro ktery je vyluCovani
Zlutého pigmentu a Zlutého exudatu charakteristickym znakem, kterym se li§i od ostatnich

penicilii.
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Obr. 25. — Rust plisné ¢. 9 na Fungal Agaru (vlevo); mycelium (vpravo).

6.3 Inhibi¢ni ac¢inky monoacylglyceroli na rist kvasinek v jableéném

mostu

6.3.1 Vliv 1-monokaprinu na rist kvasinek v jable¢ném mostu

Pro studium inhibi¢niho d¢inku 1-monokaprinu na rast kvasinek v nepasterovaném
jable€ném mostu byly vybrany koncentrace MAG vrozmezi 50 az 1500 pg.ml'l.
Z obrazku 26 je patrné, Ze v prvnich dvou tydnech kvasinky v mostu nerostly pfi koncent-
racich MAG 250 - 1500 ug.ml'l. Rust kvasinek pfi koncentracich monokaprinu vyssich
nez 250 ug.ml™ byl pozorovéan az po 3. tydnu skladovéni, kdy inhibi¢ni G&inek jiz nebyl
tak velky. K trvalému zabranéni ristu kvasinek nedoslo v Zadné z pouZitych koncentraci.

Témd&F nulovy inhibiéni u&inek byl pozorovdn v mostu s koncentraci 50 pg.ml’,

kde kvasinky rostly uzZ po prvnim tydnu (podobné jako v kontrolnim vzorku bez MAG).
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Inhibiéni uc¢inek MAG C10:0 na rust kvasinek v mostu

1,E+10
1,E+09

1,E+08 ] —I
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/ml

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

@O0 ug.ml-1 m50 yg.ml-1 0250 yg.ml-1 0500 yg.ml-1  m 1000 pg.ml-1 @ 1500 pg.ml-1

Obr. 26. — Inhibicni vcinek 1-monokaprinu na riist kvasinek v jablecném mostu.

6.3.2 Vliv 1-monolaurinu na rist kvasinek v jableném mostu

Pro studium inhibi¢niho d¢inku 1-monolaurinu na riist kvasinek v nepasterizovaném mostu
bylo vybrano stejné rozmezi koncentraci MAG jako v pfedchozim ptipad¢€. Z obrazku 27
je patrné, Ze u tohoto monoacylglycerolu nedoSlo k tplné inhibici rastu kvasinek
ani ve vzorcich s nejvyssi koncentraci MAG. Rist kvasinek byl ale oproti kontrolnimu
vzorku zpocitku znacné zpomalen, po dvou tydnech skladovani bylo mnozZstvi kvasinek

srovnatelné u vSech vzorku i u kontrolniho vzorku bez MAG.
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Inhibiéni uc¢inek MAG C12:0 na rust kvasinek v mostu
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Obr. 27. — Inhibicni vcinek I-monolaurinu na rist kvasinek v jablecném mostu.

6.3.3 Vliv monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylové na rist kvasinek

v jableéném mosStu

Ke studiu inhibi¢nich dcinki bylo pouZito stejnych koncentraci jako u predchozich dvou
monoacylglycerolti. Inhibi¢ni d¢inky na kvasinky se u tohoto MAG jevi jako nejslabsi
ze vSech tii testovanych (Obr. 28). Vyrazné zpomaleni rastu kvasinek je patrné pouze
po prvnim tydnu skladovani mostu, od druhého tydne skladovani byla hodnota CFU/ml

ve vSech koncentracich MAG srovnatelna s kontrolnim vzorkem bez MAG.
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Inhibi¢ni ué¢inky MAG ACA na rast kvasinek v mostu
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Obr. 28. — Inhibicni vicinek MAG ACA na riist kvasinek v jablecném mostu.

6.3.4 Vliv kombinaci MAG na rist kvasinek v jablecném mostu

Ve vSech ptipadech byly pouZzity kombinace dvou MAG v poméru 1:1. Byly studovany
jejich tucinky na rtst kvasinek v jablecném mostu pii téchto koncentracich: MAG
C10:0/C12:0 200 pg.ml™, 300 pg.ml™ a 500 pg.ml’; MAG C10:0/ACA 200 pg.ml’
a 500 pg.ml™'; MAG C12:0/ACA 200 pg.ml™ a 500 pg.ml™.

Jako nejucinnéjsi se jevily kombinace MAG C10:0/C12:0, které plisobily dplnou inhibici
ristu kvasinek po dobu 7 - 14 dni skladovani. V koncentraci 200 pg.ml™ a 300 pg.ml™
kvasinky nerostly po dobu 1 tydne a v koncentraci 500 pg.ml™' byl riist kvasinek po dobu
dvou tydnti. Po této dobé¢ inhibice ristu nebyla jiz tak vyznamna.

O né€co méné byla ucinnd kombinace MAG C10:0/ACA, kde nebyl pii koncentraci
byla zjiSténa uplnd inhibice rGstu po dobu dvou tydnd, po této dobé hodnota CFU/ml

prudce stoupla.
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Nejmén¢ ucinnd byla kombinace MAG C12:0/ACA, kde nebyl zjistén vyznamny inhibi¢ni
ucinek na riist kvasinek v mostu. U této kombinace byla hodnota CFU/ml téméf srovnatel-

na s hodnotou u kontrolniho vzorku bez MAG (Obr. 29).

Inhibiéni u¢inky kombinaci monoacylglycerolti C10:0,C12:0, ACA
na rast kvasinek v mostu
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Obr. 29. — Inhibicni vicinky kombinaci monoacylglycerolit C10:0, C12:0, ACA na riist kva-

sinek v mostu.

6.4 Inhibi¢ni a¢inky monoacylglyceroli na rist mikromycet

v jable¢ném mostu

6.4.1 Vliv 1-monokaprinu na riist mikromycet v jable¢ném mostu

Ke studiu inhibi¢nich t¢inku 1-monokaprinu na rust mikromycet bylo pouZito stejnych
koncentraci jako v pfedchozich ptipadech (50 — 1500 ug.ml™). Byla zji§téna dplnd inhibice
rustu mikromycet po celou dobu skladovani (4 tydny) pii vSech koncentracich MAG,

krom& koncentrace nejnizi (50 ug.ml™), kterd riist mikromycet neinhibovala (Obr. 30).
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Inhibi¢ni uc¢inek MAG C10:0 na rist mikromycet v mostu
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Obr. 30. — Inhibicni ucinek 1-monokaprinu na riist mikromycet v jablecném mostu.

6.4.2 Vliv 1-monolaurinu na rist mikromycet v jable¢ném mostu

Pro zjisténi inhibi¢nich d¢ink 1-monolaurinu bylo pouZito stejnych koncentraci MAG

jako u kvasinek.

Bylo zjiSténo, Ze v prvnim tydnu rostly mikromycety ve tfech koncentracich MAG
(250 pg.ml™, 1000 pg.ml, 1500 ug.ml™). V dalSich tfech tydnech doslo k zastaveni ristu,

a Zadné Zivotaschopné mikromycety jiz nebyly zjiStény (Obr. 31).
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Inhibi¢ni uc¢inek MAG C12:0 na rist mikromycet v mostu
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Obr. 31. — Inhibicni vcinek 1-monolaurinu na riist mikromycet v jablecném mostu.

6.4.3 Vliv monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylové na riist mikromycet

v jable¢ném mostu

Utinky tohoto monoacylglycerolu jsou obdobné jako v piedchozim piipadé. U dvou
koncentraci 250 pg.ml'1 a 1000 pg.ml'1 byl po prvnim tydnu skladovdni zaznamendn rtst
mikromycet. V dalSich tfech tydnech jiZz nebyly zadné mikromycety zjistény. Doslo

tedy k dplIné inhibici jejich rastu (Obr. 32).
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Inhibiéni uc¢inky MAG ACA na rist mikromycet v mostu
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Obr. 32. — Inhibicni vicinek MAG ACA na riist mikromycet v jablecném mostu.

6.4.4 Vliv kombinaci MAG na rist mikromycet v jablecném mostu

Pro zji$téni inhibi¢nich Gc¢inki kombinaci MAG bylo pouZito stejnych koncentraci MAG
jako pfi zjifovéni inhibice kombinaci u kvasinek (MAG C10:0/C12:0 200 pg.ml’,
300 pg.ml™ a 500 pg.ml™; MAG C10:0/ACA 200 pg.ml™ a 500 pg.ml; MAG C12:0/ACA
200 pg.ml™ a 500 pg.ml™).

Vyznamné inhibi¢ni ucinky byly zjiStény u téchto kombinaci: MAG C10:0/C12:0
v koncentraci 500 pg.ml”, MAG C10:0/ACA v koncentraci 200 pg.ml™, a u kombinace
MAG C12:0/ACA v obou koncentracich - 200 ug.ml'1 1500 ug.ml'l, u kterych byl béhem

2., 3. a 4. tydnu zcela inhibovan rast mikromycet (Obr. 33).
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Inhibiéni u¢inky kombinaci monoacylglyceroltt C10:0,C12:0, ACA
na rist mikromycet v mostu
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Obr. 33. — Inhibicni ucinky kombinaci monoacylglycerolit C10:0, C12:0, ACA na riist

mikromycet v mostu.
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DISKUZE

Cilem prace bylo zhodnotit tG¢inky vybranych monoacylglyceroli a jejich kombinaci

na rust kvasinek a mikromycet v prosttedi in vitro a v jablecném mostu.

Nejprve byly sledovany tc¢inky monoacylglyceroli k. kaprinové, k. laurové a kyseliny
1-adamantankarboxylové v prosttedi in vitro na rist vladknitych hub Aspergillus niger,
Alternaria alternata, Penicillium roqueforti a Mucor racemosus. Bylo zjiSténo,
Ze k pritomnosti monoacylglycerolu je nejvice citliva A. alternata, u které doslo ke kom-
pletni inhibici rstu i pii nejnizsich testovanych koncentracich monoacylglycerolii. Ostatni
plisné vykazovaly vici pisobeni MAG niZsi citlivost, zpomaleni riistu vlivem piitomnosti
MAG v kultivaénim médiu bylo vSak zaznamendno i u téchto druhti mikroskopickych hub.
Souhrnné Ize fici, Ze inhibi¢ni aktivita monoacylglycerolti v podminkach in vitro roste
se zvysujici se koncentraci téchto latek.

Jako nejucinnéjsi se v podminkach in vitro jevil MAG kyseliny kaprinové, velmi ucinny
byl také MAG kyseliny 1-adamantankarboxylové. Ze studovanych monoacylglycerolii
m¢l nejslabsi  antimikrobni aktivitu MAG kyseliny laurové. Inhibi¢nimi uUc¢inky
MAG k. kaprinové a laurové na riist mikromycet in vitro se zabyvali i RuzZicka et al. [14]
a Bunkova et al. [20]. Autofi se shoduji, Ze MAG k. kaprinové ma na rast mikromycet
vetsi vliv ve srovndni s MAG k. laurové, coZ je v souladu s vysledky predklddané prace.
Vzhledem k tomu, Ze velikost kolonii byla sledovdna po dobu 14-ti dnl s pravidelnymi
odecty ve 24-ti hodinovych intervalech, bylo mozné vyjadrit priblizné hodnoty nésleduji-
cich ristovych parametrii: A — maximalni primér kolonie dosazeny béhem experimentalni
doby 14 dnd [cm], pya — maximdlni radidlni rychlost rastu [cm/den], lag faze (A) tj. doba
po které zaCne radidlni rGst kolonie [den] a MDT — tj. doba rastu kolonie potfebna

k dosaZeni priméru 1 cm [den].

Vsechny sledované rtustové parametry byly do znacné miry ovlivnény piidavkem MAG
do média a ménily se v zdvislosti na pouZitych koncentracich. Piikladem miiZe byt rist
M. racemosus. U kontrolni kultury rostouci bez ptidavku MAG byl pozorovan narast
plisné€ po celé ploSe misky, v pfitomnosti MAG k. kaprinové v koncentraci 1500 pg/ml byl
maximalni dosazeny pramér kolonie (A) pouze 0,48 cm. Hodnota u,,,, kontroly byla
1,83 cm/den, pti nejvyssi testované koncentraci MAG k. kaprinové klesla témét na nulu
(0,03 cm/den). Bez ptidavku MAG zacal radidlni rtst kolonie (parametr A) béhem 24-ti
hodin kultivace oproti 9 dntim pii 1500 pg/ml MAG k. kaprinové. Priméru 1 cm (parametr
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MDT) doséahla kontrolni kultura béhem jednoho dne, v pfitomnosti MAG v koncentraci

1500 pg/ml bylo stejného priméru dosaZeno az na konci experimentalni doby.

Obecné lze fici, ze s rostouci koncentraci MAG klesd hodnota A i riistova rychlost pgy,
doba trvani lag-fize se zvySuje a roste i doba potiebnd k dosaZeni priiméru 1 cm. Tyto
vysledky se shoduji s praci Altieri et al. [19], ktefi u parametrt rGstu Fusarium spp.

zaznamenali obdobné trendy.

Kromé jednotlivych monoacylglycerolii, byly testovany i kombinace studovanych MAG
v poméru 1:1 scilem zjistit, zda nedochdzi k synergickému ucinku. Nejucinnéjsi byla
kombinace MAG k. kaprinové a kyseliny 1-adamantankarboxylové, kterd méla v nékterych
piipadech pii koncentraci 1000 pg.ml” stejny inhibi¢ni téinek jako samotny MAG k. kap-
rinové v koncentraci 1500 pg.ml™'. Zde bylo zfejm& dosazeno synergického efektu dvou
riznych monoacylglycerolt.

Po vyhodnoceni experimenta in vitro byly studovany t¢inky monoacylglycerolll na riist
kvasinek a plisni v jablecném mostu. Inhibi¢ni ldtka byla aplikovdna ptimo do moStu
vrozmezi koncentraci 50 — 1500 upg.ml’, v pfipadé kombinaci MAG v rozmezi
200 — 500 pg.ml”'. Rust kvasinek a plisni v jable¢ném mostu byl sledovan po dobu &tyf
tydnti, kdy po kazdém tydnu skladovani byl proveden mikrobiologicky rozbor naockova-

nim vzorku mostu na sterilni Petriho misky s Fungal Agarem.

Ze ziskanych hodnot CFU.ml" ze viech &tyf tydnd byly sestrojeny grafy, ze kterych
Ize po srovnédni s kontrolnim vzorkem bez monoacylglycerolu zjistit inhibi¢ni aktivitu

pro kazdy pouzity MAG a kaZdou jeho koncentraci.

Jako nejucinnéj$i ze studovanych latek Ize jednoznacné ur€it MAG k. kaprinové, ktery
dokdzal inhibovat rist mikromycet v jablecném mostu po celou dobu skladovani
a to v koncentracich 250 — 1500 pg.ml”. Piidavek tohoto MAG do jable¢ného mostu
zpusobil také dplnou inhibici rastu kvasinek po dobu 14 dnii, po této dob¢ byl rist kvasi-
nek zaznamendn u vSech testovanych koncentraci. Tento doCasny inhibi¢ni efekt MAG
1ze vysvétlit adaptaci kvasinek na prostfedi s obsahem monoacylglycerolu, dile je mozZné,

Ze monoacylglyceroly jsou postupné degradovdny vlivem ¢innosti mikroorganizmi.
V ptipadé MAG kyseliny laurové a MAG kyseliny adamantankarboxylové nebyly
na rust kvasinek v jablecném mostu zjiStény vyznamné inhibi¢ni u¢inky. Pfi studovani vli-

vu téchto dvou MAG na mikromycety byl zaznamenan rtist mikromycet jen v prvnim tydnu
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skladovani. Poté jiz rast plisni zaznamendn nebyl. To mohlo byt také zptsobeno rostouci
koncentraci etanolu produkovaného kvasinkami. Nelze tedy jednoznacné tvrdit, Ze rlst
plisni byl zastaven uc¢inkem monoacylglycerolu, nebo obsahem alkoholu v nakvaSeném

mostu.

Z vysledkl experimentdlni ¢4sti prace, a to jak v podminkéch in vitro tak i v jable¢né St'ave
vyplyva, ze pouze MAG k. kaprinové by bylo moZzné pouzit k prodlouZeni trvanlivosti
mostl. Na schopnosti tohoto MAG blokovat rast mikromycet a kvasinek se shoduji mnohé
studie, autofi se vSak rozchdzi v otdzce u&inné koncentrace. Rihdkovd [52] zjistila,
e pii koncentraci 1-monolaurinu 500 pg.ml” doslo k dplné inhibici kli¢eni spor plisné
Aspergillus niger. Na druhou stranu RuZicka et al. [14] ve své studii uvadi, Ze pii koncent-
raci 750 pg.ml”’ nebyla pozorovdna u 1-monolaurinu inhibice rstu plisni in vitro
a pii koncentraci 500 pg.ml" nebyla zji§téna ani inhibice ristu kvasinek. Nevyhodou MAG
k. kaprinové je skuteCnost, zZe pii vysSich koncentracich nepiiznivé ovliviiuje senzorické
vlastnosti ovocné §t'avy, coz bylo zjisténo pfi orientacnich ¢ichovych zkouskach. Moznym
feSenim by mohla byt kombinace MAG k. kaprinové s jinymi monoacylglyceroly piipadné
dal$imi antimikrobnimi ldtkami, které na chut a vini $§t4vy nemaji vliv. Kombinace
monoacylglyceroll testované v predkladané praci vSak nelze doporucit, jelikoz ve studova-
nych koncentracich 200 az 500 pg.ml'1 nebyly jejich inhibi¢ni G¢inky na rist kvasinek

a plisni v mostu dostatecné.

Soucésti prace byla také izolace kvasinek a plisni z jable€ného mostu pouZzitého pro studi-
um antimikrobnich G¢inkit MAG. Celkem byly izolovany ¢tyii druhy kvasinek. Tyto druhy
byly podrobné popsdny a vyfotografovany. Na zdkladé mikromorfologickych a makromor-
fologickych znakli a jejich schopnosti fermentovat urcité sacharidy byly taxonomicky

zatazeny dva izolaty jako Saccharomyces spp. a Rhodotorula spp.

V ptipad¢ plisni bylo izolovdno z mostu celkem 9 kment, z toho bylo 5 taxonomicky zafa-
zeno (dva izolaty do rodu Penicillium, jeden izolat do rodu Rhizopus, dva izolaty do rodu

Mucor). Dvé plisné€ byly bliZze ureny — Rhizopus stolonifer, Penicillium chrysogenum.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

ZAVER

V této préci byly studovany ucinky tif monoacylglycerolii: 1-monokaprinu, 1-monolaurinu

a monoacylglycerolu kyseliny adamantankarboxylové na riist kvasinek a vldknitych

hub (mikromycet) v pfirodnich ovocnych §t'dvach.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkt 1ze konstatovat nasledujici zavéry:

v podminkach in vitro 1ze dosdhnout G¢inné inhibice ristu mikromycet po ptidavku

1-monokaprinu

nejicinnéjSim inhibitorem rGstu kvasinek byl I-monokaprin, u kterého
byl v pripadé koncentraci 250 — 1500 pg.ml™” dplng inhibovén rist kvasinek

v jable¢ném moStu po dobu 14 dni,

k dplné inhibici rtstu mikromycet po celou dobu skladoviani mostu doslo

u 1-monokaprinu v koncentracich 250 — 1500 pg.ml™,

rust kvasinek v pfitomnosti 1-monolaurinu a také v pfitomnosti MAG ACA
byl béhem prvnich dvou tydnd spiSe zpomalen, k tplné inhibici ristu nedoslo

v zadné koncentraci,

mikromycety rostly v pfitomnosti 1-monolaurinu a také v ptfitomnosti MAG ACA
pouze béhem prvniho tydne, poté byl jejich rast zcela potlacen u vSech koncentraci

MAG,

nejuginn&j§i kombinaci byla MAG C10:0/C12:0 v koncentraci 500 pg.ml™ , u které

byla pozorovana tiplnd inhibice riistu kvasinek po dobu 14 dnd,

u kombinaci MAG C10:0/C12:0 v koncentraci 500 pg.ml”’, MAG C10:0/ACA
v koncentraci 200 pgml' a MAG C12:0/ACA v koncentracich 200 pg.ml”
a 500 pg.ml™” byl pozorovan riist mikromycet pouze v prvnim tydnu, poté byl jejich

rust zcela potlacen.

Na zdklad¢ zjisténych zavéri lze tvrdit, ze ptfidavkem 1-monokaprinu bylo mozné potlacit

rust nezadoucich mikroorganizmi v nepasterizované jable¢né §tdvé po dobu 2 az 3 tydnd,

Monoacylglycerol k. kaprinové by mohl byt vyuZzivan v primyslové vyrobé ovocnych $t'av

jako pfirodni konzervant, avSak pro dlouhodobé skladovédni by bylo vhodné jej doplnit

n¢jakou dalsi metodou konzervace pro posileni jeho ucinkii (napf. anaerobni prostiedi,
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¢i Setrnd pasterace). Zbylé dva monoacylglyceroly (MAG C12:0 a MAG ACA) vykazovaly

piiliS malé inhibi¢ni ucinky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

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-adamantankarboxylové

Glu glukéza
Gal galaktdza
Sac Sacharéza
Lac Laktéza

Mal Maltoza
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PRILOHA PI: PREHLED ZPUSOBU ZISKAVANI MOSTU [5]

Zpracované druhy

Postup Uprava ovoce Drceni Ogetfeni drti
ovoce
jablka, hrusky prani ano -
., . , , .. pred lisovanim drt’ ,,masi-
réva vinna (bilé prani, odzrnén{ v L, . ,
odriidy) pifpadé odleZen ano tych” odrid nechdme 1 den
Y odlezet
N " . pted lisovdnim 1 den odle-
I Lisovani angrest prani ano Yot
' zastudena p "nY; N ETIY:
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Y5 Y P odleZet
Y ovx v x P ano (pecky
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Lisovan nedrtime) | Zahtivdme pfi teploté drti
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zatepla ) . prani, odzrnéni ano L
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maliny, ostruziny |- - pafeni 50 minut
bezinky, modré . - . .
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., | odridy révy
Vyluhovani — &
I11. b tiesn€, visné, bo- . . .
parou o . prani - pateni 50 minut
rivky, rybiz
angrest prani ano pareni 50 minut
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