Lipolyticka aktivita potravinarsky vyznamnych
mikroskopickych hub

Bc. Andrea Bednarikova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie tuki, tenzidi a kosmetiky
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni:  Bc. Andrea Bednafikova

Osobni ¢islo: T13397

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie tuki, detergentii a kosmetiky
Forma studia: prezencni

Téma prace: Lipolyticka aktivita potravinafsky vyznamnych

mikroskopickych hub

Zasady pro vypracovani:
Teoreticka ¢ast
1. Lipolyticka aktivita mikroorganizmd.

2. Lipolytické kvasinky a plisn& vyznamné v potravinafském priimyslu a jejich
vyznam pro vyrobu, vlastnosti a bezpeénost potravin.

Prakticka cast

1. Kultivace mikroorganizmii v Zivnych médiich a vzorcich mléka obsahujicich
acylglyceroly.

2. Sledovani lipolytické aktivity mikroorganizmi pomoci stanoveni volnych
mastnych kyselin ve vzorcich plynovou chromatografii.

3. Srovnani a vyhodnoceni lipolytické aktivity vybranych potravinaisky vyznamnych
mikroskopickych hub.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Doporuéena literatura

1. BATT, C. A., TORTORELLO, M. Encyclopedia of Food Microbiology. 2nd
Edition.Academic Press, 2014.

2. HANDLEY, A. J., ADLARD, E. R. Gas chromatographic techniques and applications.
Sheffield Academic Press, Ltd., 2001.

3. GUNSTONE, F. D. The Chemistry of Oils and Fats. Sources, Composition,
Properties and Uses. Blackwell Publishing, 2004. ISBN 1-4051-1626-9

4. O'BRIEN, RICHARD D. Fat and Oils : Formulating and Processing for Applications
(3rd Edition). CRC Press, 2009. ISBN 978-1-4200-6166-6.

Vedouci diplomové prace: RNDr. lva Hauerlandova, Ph.D.
Ustav technologie tukd, tenzidt a kosmetiky

Datum zadéni diplomové prace: 20. ledna 2015
Termin odevzdani diplomové prace:  18. kvétna 2015

Ve Zliné dne 20. ledna 2015

LS.

doc. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Martina Cernekova, Ph.D.
dékan Teditel iistavu



Piijmeni a jméno: .. AEDNVARIKOIA ANDRE# Obor: ..7. 7Dk

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

«  beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své préace podle zdkona &. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a 0 zméné a doplnéni dal3ich
zakonti (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisti, bez ohledu
na vysledek obhajoby b,

»  beru na védomi, Ze diplomova/bakalafska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahlédnuti, Zze jeden vytisk
diplomové/bakalaiské prace bude ulozen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

+  byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalaiskou praci se plné¢ vztahuje
zakon &. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné néks)er)"ch zakon (autorsky zakon) ve znéni pozdgjsich pravnich pfedpisti, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zliné pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zdkona;

*  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakalaiskou
préaci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, kterd je oprdvnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat pfiméfeny prispévek na Ghradu nakladi, které byly Univerzitou ToméSe Bati
ve Zliné na vytvoreni dila vynaloZeny (aZ do jejich skute¢né vyse);

* beru na védomi, Z¢ pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalafské prace vyuzit ke komerénim ucelim;

»  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalatské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kédy, popf. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti miize byt divodem k neobhajeni prace.

Ve Zling .. 18.5. 2000

/
(fw/m%%

¥ zékon €& 111/1998 Sh. o vysokych Skoldch a o zméné a doplnéni dalsich zdkoni (zékon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich prdvnich
predpist, § 47 Zvefejiiovani zavéreénych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertaéni, diplomové, bakaldfské a rigorozni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponenti a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpisob zverejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.



T P

(2) Dlsertaé‘m, dlplomové bakaldfské a rigorézni prace odevzdané uchazeéem k musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnii pred
fejnény k nahlizeni vefejnosti v misté uréeném vnitfnim pfedpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté

pracovisté vysoké Skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo

rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prace podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

? z6kon & 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkonu (autorsky zékon) ve

znéni pozdéjsich prévnich predpisu, § 35 odst. 3:

(3) Do prava autorského také nezasahuje skola nebo Skolské ¢i vzdélavaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
darského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potfebé dilo vytvofené zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich nebo

studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke $kole nebo sSkolskému ¢ vzdéldvaciho zafizeni ($kolni dilo).

¥ z6kon ¢&. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékond (autorsky zékon) ve

znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo 3kolské &i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uiiti $kolniho dila (§ 35

odst. 3). Odpird-Ii autor takového dila udélit svoleni bez vazného divodu, mohou se tyto osoby doméhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho

vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zdstdva nedotceno.

(2) Neni-li siedndno jinak, miZe autor skolniho dila své dilo uZit &i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zdjmy skoly

nebo Skolského ci vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo 3kolské &i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor Skolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s

uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené pfispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle

okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se pfihlédne k vysi vydélku dosaZeného $kolou nebo 3Skolskym &i vzdéldvacim zafizenim z uZiti

Skolniho dila podle odstavce 1.




ABSTRAKT

Prace se zabyva problematikou stanoveni lipolytické aktivity mikroorganizmut v mlééném
tuku. Nejprve jsou charakterizovany tuky a oleje, dale lipolyticka aktivita mikroorganizmt

a metody stanoveni lipolytické aktivity.

Cilem prace bylo stanovit lipolytickou aktivitu plisni a kvasinek vyuzivanych pii vyrob¢
potravin a kontaminanti vV mléénych vyrobcich plynovou chromatografii. Metodika byla
zaloZena na stanoveni volnych mastnych kyselin pomoci dvojiho zplisobu ptipravy vzorki.
Dle ziskanych vysledki neni takto navrzena metoda vhodna pro stanoveni lipolytické akti-
vity mikroorganizmi. Proto byla v zavéru prace formulovana doporucéeni pro dalsi optima-

lizaci této metody.

Klic¢ova slova: lipolyticka aktivita, mikrobidlni lipazy, volné mastné kyseliny

ABSTRACT

The thesis deals with lipolytic activity of microorganisms in milk fat. At first, oils and fats
are characterised, then the lipolytic activity of microorganisms and methods of determina-
tion are reviewed.

The aim of the thesis was gas chromatographic determination of the lipolytic activity
micromycetes with significance in the food industry and contaminants in milk products.
The method was based determination of free fatty acids via comparison of two methods of
sample preparation. Results showed that this method is not suitable for determination of
lipolytic activity. Optimization of the procedure is necessary.

Keywords: lipolytic activity, microbial lipases, free fatty acids
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UvVOD

Tato prace se zabyva stanovenim obsahu volnych mastnych kyselin ve vzorku mlééného
tuku extrahovaného ze smetany. Mlécny tuk je slozen zejména z triacylglycerold, jeho
presné slozeni je vSak odlisné u rtiznych vzorkd. Tuky v potravinach mohou pisobenim
enzymi nebo jinych ¢initeld podléhat zadoucim nebo nezddoucim zménam. Plsobenim
enzyml dochazi k ¢astecnému rozkladu tuk® na parcidlni acylglyceroly a volné mastné
kyseliny, nebo k Gplnému rozkladu na glycerol a volné mastné kyseliny. Volné mastné
kyseliny dodavaji potravindm specifické senzorické vlastnosti. Jejich pfitomnost
v nekterych potravinach je tedy zadouci a je zajiStovana mikrobialnimi lipdzami. Tyto en-

zymy mohou byt produkovany bakteriemi, ale také mikroskopickymi houbami.

Cilem této prace je hodnoceni lipolytické aktivity potravinaisky vyznamnych mikrosko-
pickych hub, tedy plisni (vlaknitych hub) a kvasinek. V teoretické ¢asti je zahrnuta charak-
teristika potravinarsky vyznamnych druhti plisni a kvasinek, ale také plisni a kvasinek,
které pusobi jako kontaminanty a mohou pfispét ke znehodnoceni potravin. Mezi mikroor-
ganizmy podilejicimi se na formovani senzorickych vlastnosti potravin patii naptiklad
plisné Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti, naopak toxinogenni Aspergillus
niger je vyznamnym kontaminantem. Z kvasinek je pro vyrobu potravin vyuzivana Sac-
charomyces cereviae, zastupcem kvasinek kontaminujicich potraviny muze byt Candida

albicans.

Prakticka ¢ast této prace se zabyva analyzou vzorku mlé¢ného tuku pomoci plynové chro-
matografie. Kultivaci vySe uvedenych mikroorganizmti ve smetan¢ by mélo dojit k rozkla-
du triacylglyceroll na parcialni acylglyceroly a volné mastné kyseliny ptisobenim mikrobi-
alnich lipaz. Cilem prace bylo ovéfit metodu hodnoceni lipolytické aktivity mikroorganiz-
mu stanovenim obsahu volnych mastnych kyselin. To je zaloZeno na vyuziti dvou metod
pievedeni mastnych kyselin ve vzorku na methylestery stanovitelné plynovou chromato-
grafii. Jedna z metod by méla esterifikovat pouze mastné kyseliny vazané, druhou metodou
by mély byt na methylestery prevedeny jak vadzané, tak i volné mastné kyseliny. Volné
mastné kyseliny ve vzorku extrahovaného tuku Ize analyzovat a vyhodnotit jak kvalitativ-
n¢, tak 1 kvantitativné na zéklad¢ retenniho Casu a plochy eluc¢nich kiivek na chromato-

gramu.
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. TEORETICKA CAST
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1 TUKY A OLEJE

Tuky a oleje jsou surovinami pro vyrobu pokrmovych tuki a oleji, margarinti a podobnych
vyrobkt. Jsou uzitecné diky svym unikatnim vlastnostem — chuti, roztiratelnosti a textuie.
Hraji také dulezitou roli v lidské vyzivé. Tuky a oleje jsou nejbohatsim zdrojem energie ze
tii zakladnich slozek potravy — sacharidi, proteint a lipidd, kromé toho obsahuji vitaminy
rozpustné v tucich a esencidlni mastné kyseliny. Pfirozené se vyskytuji v mnoha rtiznych
zdrojich, mohou byt zivoc¢isného nebo rostlinného ptivodu. Vsechny jedlé tuky jsou neroz-
pustné ve vod¢ a skladaji se z esterit glycerolu a mastnych kyselin. [1, s. 1] Jsou také ve
vyznamném mnozstvi obsazeny v mlécnych vyrobcich, mase, dribezi, rybach, ofechach,

rostlinnych semenech a nékterych dalsich potravinach. [2, s. 1, 41]

Chemické a fyzikalni vlastnosti tukil a oleji jsou do zna¢né miry dany obsahem a pozici
mastnych kyselin v molekule triacylglycerolu. Z chemického hlediska jsou vSechny tuky a
oleje estery glycerolu a mastnych kyselin, pfesto se fyzikalni vlastnosti ptirodnich tuki a
oleji mohou zna¢né liSit podle obsahu mastnych kyselin a individualni struktury. Bézné
jsou tuky oznacovany jako triacylglyceroly nebo triglyceridy, protoze molekula glycerolu
ma tf1 hydroxylové skupiny, na které¢ mohou byt navazdny mastné kyseliny. Mastné kyse-
liny se 1i$i délkou fetézce, mnozstvim a pozici dvojnych vazeb a pozici mastné kyseliny v
molekule triacylglycerolu. Variace téchto vlastnosti jsou zodpovédné za rozdily ve vlast-
nostech tuki a oleju. Triacylglyceroly se tfemi identickymi mastnymi kyselinami se ozna-
¢uji jako jednoduché, naopak triacylglyceroly obsahujici rizné mastné kyseliny se nazyvaji
smiSené. Zastoupeni mastnych kyselin v pfirodnich tucich je odlisné v zavislosti na plivodu
tuku, tedy na rostlinném ¢i zivocisném druhu, ze kterého Ize dany tuk ziskat. Rozdily lze
dokonce nalézt i u tukti pochazejicich ze stejného rostlinného ¢i zivocisného druhu. [1, S. 7,
8]

Tuky a oleje tvofi dulezitou skupinu lipidd, 1i8i se navzajem tim, zda jsou tuhé nebo kapal-
né pii pokojové teploté. Pojem lipidy zahrnuje heterogenni skupinu pfirodnich latek, kte-
rym je spole¢na nerozpustnost ve vodé a dobré rozpustnost v nepolarnich organickych roz-
poustédlech. Mezi lipidy lze tedy zahrnout triacylglyceroly, diacylglyceroly, monoacylgly-
ceroly, volné mastné kyseliny, ale také fosfolipidy, steroly a estery steroll, tokoferoly,

triterpeny, uhlovodiky a vitaminy rozpustnymi v tucich. [4, s. 1,2]
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1.1 SloZeni tukii a oleju

Jak uz bylo feceno, tuky se skladaji z glycerolu a mastnych kyselin. Podle délky fetézce
rozliSujeme mastné kyseliny s kratkym, stfedn¢ dlouhym a dlouhym fetézcem. Daéle se
mastné kyseliny li§i pfitomnosti dvojnych vazeb. Mastné kyseliny obsahujici pouze jedno-
duché vazby se oznacuji jako nasycené, zatimco mastné kyseliny s dvojnymi vazbami,
pfipadné trojnymi vazbami, jako nenasycené. Soucasti mastnych kyselin mohou byt také
alicyklicky nebo cyklicky fetézec a polarni funkéni skupiny. [1, . 265] Mastné kyseliny,
které nejsou vazany ke glycerolu, se oznacuji jako volné mastné kyseliny. V potravinach
jsou zastoupeny zejména mastné kyseliny vazané k molekule glycerolu. Vysoké mnozstvi
volnych mastnych kyselin se nachazi v nerafinovanych olejich. Mezi béZné mastné kyseli-
ny obsaZené v tucich a olejich patii kyselina butanova, laurova, palmitova, stearova, olejo-

va a linolova. [2,s. 6]

1.1.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny obsahuji pouze jednoduché vazby v uhlovodikovém fetézci.
Délka fetézce nasycenych mastnych kyselin se obvykle pohybuje mezi 4 az 24 atomy uhli-
ku. V rostlinnych olejich se vyskytuji mastné kyseliny s délkou fetézce mezi 4 az 24 atomy
uhliku, zatimco v zivoc€iSnych tucich miizeme nalézt mastné kyseliny s 15 az 17 atomy
uhliku v fetézci. Délka uhlovodikového fetézce tedy mize vypovidat i o pivodu tuki a
olejii. Kromé& nékterych vyjimek je fetézec linearni. Nasycené mastné kyseliny jsou oproti
nenasycenym mén¢ reaktivni a maji vyssi bod tani pfi stejné délce fetézce. Bod tani zavisi

na stupni nasyceni a délce fetézce. [1, S. 265, 267]

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem obsahuji 2 az 6 atomi uhliku v fetézci. Hovézi mléko
obsahuje kolem 4 % kyseliny butanové, ktera piipiva k chuti masla. V mlééném tuku jsou
také obsazeny mastné kyseliny hexanova, oktanova a dekanova. Mastné kyseliny s krat-
kym fetézcem jsou kapalné pti pokojové teploté a snadno se odpatuji pii vyssich teplotach.

[1, s. 267]

Mastné kyseliny se sttedné dlouhym fetézcem maji 8 az 12 atomu uhliku v fetézci. Meta-
bolizmus téchto kyselin je srovnatelny s metabolizmem kyselin s dlouhym uhlovodikovym
fetézcem, nicméné na rozdil od kyselin s dlouhym uhlovodikovym fetézcem se piedpokla-
da, ze nebudou tuky obsahujici kyseliny se stfednim fetézcem ukladany v téle, ale odbou-

rany jatry v podob¢ energie. [1, S. 267]
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Nasycené mastné kyseliny se 14 az 24 atomy uhliku v fetézci se fadi mezi mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem. Mastné kyseliny obsahujici vice jak 18 atomut uhliku se ziidka vysky-

tuji jako hlavni slozka tukd a oleja. [1, S. 268]

1.1.2 Nenasycené mastné kyseliny

V uhlovodikovém fetézci nenasycenych mastnych kyselin jsou pfitomny dvojné vazby.
Podle po¢tu dvojnych vazeb rozliSujeme mononenasycené mastné kyseliny obsahujici jed-
nu dvojnou vazbu a polynenasycené mastné kyseliny se dvéma a vice dvojnymi vazbami. S
pfitomnosti dvojné vazby souvisi polohové a prostorova izomerie. Polohova izomerie ur-
¢uje polohu dvojné vazby v uhlovodikovém fetézci, prostorova izomerie charakterizuje
chovani fetézcli oddélenych dvojnou vazbou. Pro vétSinu nenasycenych mastnych kyselin
je typicka cis- konfigurace, kdy jsou obé ¢asti fetézce na stejné strané roviny dvojné vazby,
naopak u trans- konfigurace jsou ¢asti fetézce na opacné strané roviny dvojné vazby. Pfi-
tomnost dvojnych vazeb zvysuje reaktivitu mastnych kyselin, zvySujici se mnozstvi dvoj-

nych vazeb vede ke snizeni bodu tani. [1, s. 269]

1.1.2.1 Konjugovanad kyselina linolova

V posledni dobé je pfedmétem zna¢ného zajmu vyzkumnych pracovist i laické vefejnosti
konjugovana kyselina linolova (CLA). Jedna se o smés geometrickych izomera kyseliny
linolové (C 18:2) s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Tyto izomery maji dvojné vazby
v konjugované poloze, coz znamena, ze nejsou oddéleny methylenovou skupinou, jako je
tomu u ostatnich mastnych kyselin se dvéma i vice dvojnymi vazbami. Dvojné vazby mo-
hou mit konfiguraci cis- i trans-. Nejvétsim zdrojem CLA je mlécény tuk, mezi dalsi zdroje
patii nékteré rostliny a motské organizmy, hovézi, skopové a veprové maso. V olejich se
nachazi pouze minimalni mnozstvi. CLA muize byt pfipravena organickou syntézou, mi-
krobidlni fermentaci, enzymatickou izomerizaci nebo pomoci genetického inZenyrstvi.
Obsah CLA lze zvysit tepelnou upravou predev§im mléénych produktl. Izomerim CLA
jsou Casto pripisovany ucinky spojené se sniZzenim rizika obezity, vzniku rakoviny, one-
mocnéni srdce, dale také pozitivni vliv na imunitni systém jedince, mineralizaci kosti a
redukci télesného tuku. Pocatecni euforii z fady pozoruhodnych ucinkti vSak vysttidalo
jisté vysttizlivéni, protoze klinické pokusy vesmés nepotvrdily vysledky pokusti na zvita-
tech. Pfi¢inou v§ak mohou byt metodické problémy spojené s klinickymi pokusy [1, s. 274,
275] [[5, s. 1, 3, 32]
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1.1.3 Minoritni slozky prirodnich tukii a oleji

Primarni slozky ptirodnich tukli a oleji zastupuji triacylglyceroly, ale ptirodni tuky a oleje
mohou obsahovat riznd mnozstvi minoritnich slozek. Mnoho z nich je ovlivnéno chemic-
kymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Minoritni slozky tukt a oleji jsou nezadouci, proto je nut-
né je pii vyrob¢ jedlych tukd odstranit. Mezi minoritni slozky oleju se fadi nezmydelnitel-
né frakce — fosfolipidy, tokoferoly, steroly, pryskyftice, uhlovodiky, pesticidy, proteiny a
dalsi. [1s. 8]

1.2 Charakteristika mlécného tuku

Lipidy v hovézim mléce jsou tvofeny zejména triacylglyceroly (~98,3 %), dale diacylgly-
ceroly (0,3 %), monoacylglyceroly (0,03 %), volnymi mastnymi kyselinami (0,1 %), fosfo-
lipidy (0,8 %) a steroly (0,3 %). Pfitomno je i stopové mnozstvi vitamind a chut'ovych slo-
zek rozpustnych v tucich a p-karotenu. Diky vysokému obsahu v mlécném tuku, triacyl-
glyceroly pfimo ovliviji vlastnosti mléka. M1é¢ny tuk miize obsahovat rtizné kombinace
triacylglycerolt lisicich se molekulovou hmotnosti, stupném nenasycenosti a po¢tem uhli-
kovych atomid. Rozmanitost triacylglycerold je dana znaénym poctem nasycenych i nena-
sycenych mastnych kyselin, které se mohou vazat na hydroxylové skupiny v molekule gly-
cerolu. V mlééném tuku jsou pfitomny zejména nasycené mastné kyseliny s dlouhym fe-
tézcem a vV mensi mife také mastné Kyseliny se stiednim a kratkym fetézcem. V mlééném
tuku muze byt detekovan zna¢ny pocet riznych mastnych kyselin, avS§ak pouze 15 z nich je
pfitomno ve vyznamném mnozstvi (Tab. 1). Tyto mastné kyseliny tvofi v mlééném tuku

95 % celkového obsahu mastnych kyselin. [6, s. 428]
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Tab. 1: Mastné kyseliny pritomné v mlécném tuku [6, s. 429]

Slozeni
Nazev kyseliny Typické zastoupeni Rozsah hm. %
hm. % mol. %
4:0 Maselna 3,9 10,1 3,1-4/4
6:0 Kapronova 2,5 49 1,8-2,7
8:0 Kaprilova 15 2,4 1,0-1,7
10:0 Kaprinova 3,2 43 2,2-3,8
12:0 Laurova 3,6 4,1 2,6-4,2
14:0 Myristova 11,1 11,1 9,1-11,9
14:1 Mpyristolejova 0,8 0,8 0,5-1,1
15:0 Pentadekanova 1,2 1,1 0,9-14
16:0 Palmitova 27,9 24,9 23,6-31,4
16:1 Palmitolejova 15 1,4 1,4-2,0
18:0 Stearova 12,2 9,8 10,4-14,6
18:1 Olejova 17,2 13,9 14,9-22,0
18:2 Linolova 1,4 1,1 1,2-1,7
18:3 o-linolenova 1,0 0,8 0,9-1,2

Mastné kyseliny predstavuji pfiblizné¢ 90 hmotnostnich % mlé¢ného tuku. Jsou zde vazany
v acylglycerolech, fosfolipidech, glykolipidech nebo esterech chlesterolu, ale mohou se
vyskytovat i ve volné formé. Mlécny tuk obsahuje oproti jinym tuklim relativné vysokou
koncentraci mastnych kyselin s kratkym fetézcem, z nasycenych kyselin s delSim fetézcem
pievazuje Kyselina palmitova, stearova a myristova. Z monoenovych mastnych kyselin je
v mlééném tuku Siroce zastoupena kyselina olejova a mléény tuk obsahuje také nékteré
trans izomery monoenovych mastnych kyselin. Polyenové kyseliny zahrnuji v mlééném
tuku hlavné linolovou a a-linolenovou kyselinu a jejich geometrické izomery. Kratké
mastné kyseliny jsou rozpustné ve vodé a mohou byt pfitomny v disociované formé
v zavislosti na pH vodné faze mlécnych vyrobku. [7, s. 267, 268, 274] Mlécny tuk obsahu-
je vice mastnych kyselin nez jiné tuky zivocisného nebo rostlinného piivodu. Tuk kravské-
ho mléka mize obsahovat vice nez 400 rtiznych mastnych kyselin. Vétsina téchto kyselin
je pritomna ve velmi malém mnoZzstvi, ale nékteré z téchto minoritnich kyselin jsou velmi
dulezité a spolu s dalsimi slouceninami (naptiklad laktony), vytvaii unikatni chut’” mléc-
nych vyrobki. Nejvétsi vliv na zastoupeni mastnych kyselin v mléce ma krmeni hovéziho
dobytka. Bézné obsahuje kravské mléko kolem 3,7 % tuku. MIé¢ny tuk je dostupny ve
dvou forméch: bezvody maselny tuk a maselny olej. Bezvody maselny tuk je odd€leny
pfimo z mléka nebo ze smetany, maselny olej je mléény tuk vyrobeny odstranénim vody

z masla. Maslo obsahuje minimaln¢ 80 % mlécného tuku. [1, s. 58] [8]
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Mlécny tuk je ve formé kulicek obklopenych membranou, ktera ptisobi jako ptirodni barié-
ra izolujici lipolytické enzymy od tuku. Pti poruseni fyzikalnimi vlivy (naptiklad pii ho-
mogenizaci), se zvySuje lipolyza. [9, S. 4546] Volné mastné kyseliny se objevuji jiz
Vv Cerstvém mléce a lipolyzou se jejich mnozstvi zvySuje. Mastné kyseliny s kratkym fetéz-
cem jsou rozpusténé v plazmeé, zatimco mastné kyseliny S dlouhym fetézcem Vv tuku.
Ostatni mastné kyseliny jsou rozlozeny mezi témito dvéma frakcemi v mezifazovém roz-

hrani voda-olej. [10, s. 56, 57]
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2 VYZNAM MIKROORGANIZMU V MLECE A MLECNYCH
VYROBCICH

Slozky mléka prochdzi mnoha biochemickymi zménami, z nichz mnohé jsou vysledkem
metabolizmu mikroorganizmu. Viskozita mléka je relativné nizka, hodnota pH se pohybuje
kolem 6,7. Vodni aktivita je vysoka, hodnota vodni aktivity dosahuje 0,993. Zadna z t&chto
vlastnosti nebrani ristu mikroorganizmt v mléce. Pro celou fadu mikroorganizmi je mléko

témeft idealnim substratem o vysokém obsahu zivin. [10, s. 7]

V podstaté lze rozliSovat tii typy degradativnich zmén zpisobenych mikroorganizmy a
ovliviiyjicich chut’ mléka a mléénych vyrobkd. Jedna se o lipolyzu a metabolizmus triacyl-
glycerold, proteolyzu kaseinu a oxidaci Kyseliny mlééné. [11, s. 168] Schéma uvedenych
reakci je zachyceno na obrazku 1. Metabolity jednotlivych reakci jsou aromatické a chut’o-
vé slouceniny, které dodavaji potravinam specifické vlastnosti. Volné mastné kyseliny jsou
nejdiive oxidovany na B-ketoacylkoenzym A, ktery néasledné plsobenim thiolazy prechdzi
na B-ketokyselinu a ta je rychle dekarboxylovana B-ketoacyldekarboxylazou za vzniku
methylketonu obsahujicim o jeden uhlik méné nez predchozi mastna kyselina. Methylke-
tony mohou byt dale redukovany na sekundarni alkoholy, napiiklad heptan-2-ol. Mastné
kyseliny mohou byt katabolizovany nékterymi mikroorganizmy peroxisomalnim f-
oxida¢nim systémem na hydroxykyseliny. Hydroxylované mastné kyseliny mohou byt také
vytvofeny z nenasycenych mastnych kyselin pisobenim mikrobidlni hydratazy nebo lipo-
xygenazy. Jsou pfimymi prekurzory laktont, velmi dileZitou skupinou chut'ovych slouce-
nin. Transformace hydroxylovanych kyselin na laktony miZze byt zpiisobena mikroorga-

nizmy nebo zménou pH. [12, s. 67]
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Obr. 1: Schéma vzniku chutovych sloucenin [13]

Mléko je dobrym prostiedim pro rist mikroorganizmii diky neutralnimu pH, komplexu
biochemickych slozek a vysoké vodni aktivité. [14 s. 447] Mlécny tuk je navic dobrym
zdrojem Zivin a energie nejen pro savce, ale také pro mikroorganizmy. Proto se v mléce
prirozené vyskytuje Siroké spektrum mikroorganizmi zahrnujici gramnegativni a grampo-
zitivni bakterie, plisn€ i kvasinky. Pii dojeni mléka musi byt dodrzovany hygienické pod-
minky, aby nedoslo ke znehodnoceni mléka mikroorganizmy piitomnymi ve struku nebo
na jeho povrchu. Mezi mikroorganizmy kontaminujici mléko a mlééné vyrobky patii i

plisng, naptiklad plisné rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium. [15 s. 39]

Pivod mikroorganizmi je rGzny. Mikroorganizmy pfitomné v Cerstvém mléku pochazi
z téla dojnice, nebo se mohou dostat do mléka pii dojeni, skladovani nebo z transportniho
zafizeni a okolniho prostiedi. Cerstvé mléko obsahuje urgité latky pasobici inhibi¢né na
mikroorganizmy. Tato inhibi¢ni schopnost neni vsak natolik silna, aby mléko chranila pied
dalsi kontaminaci. Za nékolik hodin mizi. Mnozstvi mikroorganizmti v mléce se pohybuje
tadové 10° CFU/mI v &erstvé nadojeném mléce zdravych dojnic. Vyrazng jiny charakter

ma mléko ziskané od nemocnych krav, hlavné od zvifat postizenych mastitidou. Onemoc-
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néni vede k tomu, ze mléko obsahuje vysoka kvanta patogennich mikroorganizma, dosahu-
jicich hodnot az 10’ CFU/ml. Byvaji to Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Pseudomonas aeruginosa a koliformni mikroorganizmy, nékdy i salmonely. Mléko nesmi
obsahovat patogenni mikroorganizmy. Druhy mikroorganizma, které mohou byt pfitomny

v mléce, a jejich zdroje zachycuje obr. 2. [14, s. 447] [[16]

Clovék Vzduch
Coliforms Streptococcus
Salmonella Micrococci
Enterococcus Coryneforms
Staphylococcus Bacillus .
Kvasinky s plisné Uvniti vemene Vykaly
-b— Streptococcus Escherichia coli
Micrococcus Staphylococcus
Corynebacterium Listeria

Mycobacterium
Salmonella

Voda
q Coliforms
Pseudomonas
Oo Coryneforms

04, Alcaligenes
Oogo \a2

L)
%

Krmivo 3 Puda Podestylka Dojici zarizeni Struky
Clostridium Clostridium Clostridium  Micrococcus Micrococcus
Listeria Bacillus Bacillus Streptococci Staphylococcus
Bacillus Pseudomonas Klebsiella Bacillus Enterococcus
Bakterie mi. Mycobacterium Coliforms Bacillus

kvaseni Kvasinky & plisné

Obr. 2: Mozné zdroje mikroorganizmii kontaminujicich mléko [14, s. 448]

Mikroorganizmy pfitomné v mléce mohou byt rozdéleny do tii skupin: na mikroorganizmy
vyuzivajici se pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkil, mikroorganizmy zpiisobujici
znehodnoceni potravin, zZivo¢iSné patogeny a producenty toxinl. Z obr. 2 je patrné, ze
Vv mléce jsou zastoupeny bakterie a to jak gramnegativni, tak grampozitivni, sporotvorné a

bakterie mlécného kvaseni, ale také plisné a kvasinky. [14, s. 447]
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Obr. 3: Zastoupeni mikroorganizmii bézné pritomnych v mléku [14, s. 449]

Na vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobkl, naptiklad jogurtli a syrt, se podili rizné
druhy mikroorganizmu s cilem metabolizovat laktozu, laktat a citradt za vzniku aromatic-
kych sloucenin nebo oxidu uhli¢itého, vytvotit pozadovanou chut’ a texturu potravin. [26]
Dtlezitymi mikroorganizmy pii vyrob& fermentovanych mléénych vyrobki jsou bakterie,
plisné a kvasinky produkujici kyselinu mlénou. Téméf vSechny typy fermentovanych
mléénych vyrobkd, jako syr, jogurt a kefir jsou zalozeny na aktivité bakterii mlécného kva-
Seni. Bakterie mlé¢ného kvaSeni se vyuzivaji jako startérové kultury a jsou tedy primarni-
mi mikroorganizmy potfebnymi k vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobku. Jako starté-
rové kultury ve fermentovanych mlécnych vyrobcich se uplatiiuji zejména rody Lacto-

coccus, Leuconostoc, Streptococcus a Lactobacillus. [18, s. 39]

Startérové kultury jsou tedy vybrané mikroorganizmy zamérné piidané do mléka s cilem
vyvolat a provadét pozadovanou fermentaci s definovanymi vlastnostmi pii vyrobé fer-
mentovanych mlécnych vyrobki. Hraji dilezitou roli ve vyvoji chuti a textury. VétSina
fermentovanych mlé¢nych vyrobkl osahuje 2 az 4 kmeny bakterii mlééného kvaseni pro-
dukujici chutové latky. V nékterych vyrobcich se fermentace ucastni také plisné a kvasin-
ky. Diky produkci kyseliny mlécné se startérové kultury podili na inhibici nezadoucich
mikroorganizmi, které nejsou schopny odolavat nizkému pH. Kromé toho maji startérové
kultury i dalsi funkce a to proteolytickou a lipolytickou aktivitu vedouci k tvorbé chut’o-
vych a aromatickych latek. [27, s. 39, 40] [18, s. 39]
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Chut’ je zakladnim kritériem spojenym s kvalitou potravin. Vyplyva z komplexni smési
aromatickych slou¢enin, které zahrnuji netékavé a t€kavé slouceniny. [19, s. 751] Chutové
a aromatické slouceniny v potravindch Ize rozdélit do tii skupin: primarni, sekundarni a
nezadouci. Primarni aromata jsou produkovany zejména enzymaticky katalyzovanymi re-
akcemi v syrovych potravinach, sekundarni aromata vznikaji termalnimi reakcemi pfi vy-
robé a jsou také vysledkem mikrobidlni aktivity pfi fermentaci. Nezadouci aromatické a
chutové latky zahrnuji slouceniny riizného ptavodu, které zhorsuji pfirozenou chut’ potra-

vin.

Enzymy mohou byt produkovany mikroorganizmy zamérné ptidanymi béhem vyrobniho
procesu s cilem tvorby pozadovaného aroma a chuti potravin. Mohou byt také pfitomny v
surovinach jako disledek ¢innosti mikroorganizmii. Pfestoze mikroorganizmy jsou inhibo-
vany tepelnym zpracovanim, enzymy zistavaji aktivni. [20, s. 125] Mikroorganizmy jsou
schopny produkovat hydrolytické enzymy, jako jsou proteazy, peptidazy, lipazy, glukana-
zy, amylazy a dalsi. Enzymatické reakce jsou velmi dulezité u zrajicich masnych vyrobka
a syrd. Substratova specifita enzymu se zna¢né lisi mezi jednotlivymi druhy a kmeny mi-
kroorganizml, coZ je dano rozmanitosti startérovych kultur. Rozmanitost chutovych meta-
bolitt jako diacetyl, acetaldehyd, acetat a format také zna¢né prispiva k rozmanitosti vyu-

zivanych mikrobialnich kultur. [21, s. 15]

2.1 Lipolyticka aktivita mikroorganizmi v mléénych vyrobcich

Pti lipolyze triacylglycerold, dochazi ke vzniku volnych mastnych kyselin a parcidlnich
glycerolii, monoacylglyceroli a diacylglycerolii. Tato reakce je obvykle zplsobena pii-
tomnosti lipolytickych enzymu. [20, s. 125] Lipolytické enzymy zahrnuji esterazy a lipazy,
které maji rozdilné vlastnosti a specifitu. Esterdzy hydrolyzuji estery s délkou fetézce mezi
dvéma az osmi atomy uhliku, zatimco lipazy hydrolyzuji fetézce s minimalné deseti atomy
uhliku. [22, s. 85] Esterazy jsou aktivni ve vodnych roztocich, zatimco lipazy jsou aktiv-
néjsi na rozhrani vodné a olejové faze. Specifita lipolytickych enzymd je fizena tfemi fak-
tory: molekularnimi vlastnostmi enzymd, sloZenim substratu a faktory ovlivilujicimi vazby

enzymu K substratu. [23, s. 260]

Hydrolyzou mlécnych triacylglycerolli mohou vznikat mastné kyseliny podilejici se na

tvorbé jak zadouci, tak i nezddouci chuti mléénych vyrobki. Mastné kyseliny s kratkym
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fetézcem, jako kyselina butanové, kapronova (C6), a kaprylova (C8) déavaji ostrou a kyse-
lou chut. Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem, jako kaprinova (C10) a laurova
maji tendenci rozSifovat mydlovou chut’, zatimco mastné kyseliny s dlouhym fetézcem,
jako myristova, palmitova a stearova pfispivaji k chuti malo. Mimoto volné mastné kyseli-
ny nejsou jenom hlavnimi chutovymi slozkami v mléénych produktech, ale také prekurzo-
ry pro jiné relativné intenzivni chutové slozky, jako acetoacetat, 3-ketokyseliny, methylke-
tony, estery a laktony. Nenasycené mastné kyseliny, které vznikaji béhem lipolyzy jsou
citlivé na oxidaci a vznik aldehydut a ketontl, které vedou k nezddoucim chutim popisova-
nym jako lojovitd nebo kovova. Mezi jiné nezadouci chuté patii zlukla, hotka, necistd, my-

dlova a svirava v mléku a mlé¢nych vyrobcich. [24, s. 268]

Problémy zpusobené lipolytickou aktivitou mikroorganizmti v potravinaich mohou
byt rizné v zavislosti na charakteru pfitomného tuku. Nékteré volné mastné kyseliny
jsou z hlediska chuti vysledného produktu pfijatelnéjsi, nez jiné. Napiiklad kyselina
butanova (maselnd), ktera je soucasti mlécného tuku, i pii nizkych koncentracich
poskytuje piijemnou maslovou chut. S rostouci koncentraci piechazi chut ptes
mlécnou po syrovou a je zddouci pouze u nékterych druhli vyrobki. Syrové prichuté
nejsou zadouci naptiklad v cukrovinkach. Reakce na jednotlivé chuté jsou individu-
alni a znac¢né se 1isi. Dalsi mastna kyselina, jejiz vySsi obsah je problematicky, je
kyselina laurova. Kyselina laurova je soucésti kokosového nebo palmojadrového
oleje. Pokud lipaza plisobi na triacylglycerol obsahujici kyselinu laurovou, vznikne

volna kyselina laurova, kterd dodava vyrobku mydlovou chut'.
[20, s. 125]

Z hlediska tvorby aromatickych sloucenin je vyznamna i oxidace mastnych kyselin vznik-
lych lipolyzou. Ty mohou byt trasformovany na methylketony a hydroxykyseliny, které
mohou konvertovat na laktony. Vznik volnych mastnych kyselin v potravinach je vyznam-
ny predev§im v mléénych vyrobcich. V mléénych vyrobcich, zejména syrech, vétSinou
nedochdzi k oxidaci lipidi, kvili pfitomnosti antioxidantll a nizkému redoxnimu potencia-
lu. Naopak je pro vytvofeni chutovych slou¢enin kli¢ova enzymaticka hydrolyza (lipolyza)

triacylglyceroli na parcialni estery a volné mastné kyseliny. [22, s. 7, 85]

Mezi faktory, které ovliviiuji lipolytickou aktivitu, Ize zahrnout naptiklad charakter tuku,

slozeni potravin a pfistup kysliku. Pozice, ve které jsou mastné kyseliny pfipojeny

------

tu mikroorganizmt. Produkce a aktivita lipaz, které by mohly vést ke zhorSeni kvality po-
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travin, mize byt inhibovana piitomnosti mastnych kyselin, lipidd, sacharidl a proteint v
médiu. Nachylnost riznych triacylglycerolt k lipolyze zavisi mimo jiné na velikosti ¢astic

emulgovanych tuka. [25, s. 134]

Mikrobialni lipazy se uplatiiuji nejen pfi vyrobé potravin, ale vyuzivaji se také v mnoha
jinych aplikacich zahrnujicich organické syntézy, biokonverze, vyrobu detergentt,
V papirenském a oleochemickém pramyslu, kosmetice a medicing. VétSina komeréné vy-
znamnych lipaz je produkovana mikroskopickymi houbami rodu Candida, nebo druhy

Aspergillus niger, Rhizomucor meiehei a Rhizopus arrhizus. [26, s. 186]

2.1.1 Syry

Syr je mlécny vyrobek ziskany nejcastéji z kravského, ovciho nebo koziho mléka koagula-
ci kaseinu. Jednd se o velmi vyzivnou potravinu s Sirokym rozsahem chutovych a textur-
nich vlastnosti. [16, s. 42] S vyjimkou Cerstvych syru textury tvarohu a syri s obsahem
soli, jsou tvarované a lisované ve formach pied skladovanim a zranim. [12, s. 61] Slouce-
niny, které ptispivaji k chuti syr, jsou ptidané nebo produkované béhem vyroby, piipadné
formované jako disledek mnoha biochemickych zmén béhem zrani syrt. Pti tvorbé aroma-

tickych sloucenin hraje vyznamnou roli lipolyza mlééného tuku. [27, s. 123]

Chut Cerstvych syrt, které jsou konzumovany ihned po vyrobé, je vysledkem c¢innosti star-
térovych bakterii a je tvofena piedevs§im diacetyly, ptipadné acetaldehydy. Chut zrajicich
syrt je vysledkem interakce startérovych bakterii, mléénych enzymt, enzymd sytidla, lipaz
a sekundarni florou. [28, s. 79] Béhem zrani syrd, se objevuje velké mnozstvi chutovych
slozek jako vysledek biochemického procesu, ktery zahrnuje proteolytickou a lipolytickou
degradaci slozek mléka. [9, s. 4545] Mastné kyseliny s kratkym a stfedn¢ dlouhym fetéz-
cem maji relativné nizké prahy vnimani, a proto nejvice prispivaji k chuti. [29] Mastné
kyseliny jsou prekurzory mnoha chut'ovych vlastnosti produkovanych biochemickymi re-
akcemi. Estery, které maji ovocnou prichut’, jsou tvofeny piimou esterifikaci nebo alkoho-
lyzou. Esterifikace je tvorba esteru z alkoholu a karboxylové kyseliny, alkoholyza je pro-
dukce esteru z alkoholu a acylglycerolu nebo alkoholu a acyl-CoA. Methylketony jsou
tvofeny enzymatickou oxidaci volnych mastnych kyselin na f-ketokyseliny a jejich na-
sledné dekarboxylace na methylketony. Aldehydy jsou produkovany katabolizmem mast-
nych kyselin nebo aminokyselin dekarboxylaci nebo deaminaci. Aldehydy jsou piechodné
slouceniny a neakumuluji se Vv syrech, protoze jsou rychle pfeménény na alkoholy nebo

ptislusné kyseliny. [18, s. 153, 154]
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Mnozstvi volnych mastnych kyselin nahromadénych v pribéhu zrani je povazovana za
celkovou miru lipolyzy a je velmi variabilni v zavislosti na druhu syru, pouzitych bakteri-
ich mlé¢ného kvaseni a sekundarnich kulturach, typu sytidla, dobé zrani, vyrobni techno-
logii a jinych faktorech. [9, s. 4545] Volné mastné kyseliny jsou dileZitymi aromatickymi
slouc¢eninami ve vétsin¢ syru, kde pfispivaji ke Stiplavé, mydlové zatuchlé az voskovité,
syrové chuti a chuti s ovocnymi tony. Vyplyvaji z ¢astecné hydrolyzy esterové vazby mezi

mastnymi kyselinami a glycerolem pomoci lipolytickych esteraz. [19, s. 751]

Ve vyvoji vyvazeného aroma a chuti hraji vyznamnou roli pfedev§im mikroorganizmy.
Syry obsahuji komplexni mikrofloru zahrnujici bakterie, plisné a kvasinky. Mikrofloru je
mozné rozdé€lit do dvou skupin: startérové kultury a sekundarni kultury. Obé skupiny pfi-
spivaji k tvorb& aroma, chuti a textury. [18, s. 113] V mlékarenském primyslu Se startéro-
vé kultury déli do dvou skupin: nedefinované a definované. Nedefinované startérové kultu-
ry jsou smés neznamého poctu typia bakterii mlééného kvaseni. Tyto smési kment se vyviji
z kultur, které produkuji dobrou kvalitu syri. Bézné se vyuzivaji mezofilni startérové kul-

tury. [30, s. 92]

Startérové kultury zajiStuji okyseleni, tedy sniZzeni pH, sekundarni mikroflora hraje vy-
znamnou roli pfi zrani syrd a tvorbé pozadované chuti. Mezi bézné startérové kultury patii:
Lactococcus lactis, Streptococcus termophilus, Lactobacillus helveticus a Lactobacillus
delbrueckii. [15, s. 43] Jako startérové nebo sekudarni kultury se mohou uplatfiovat také
plisné. Hlavni role plisni je zvysit chut, aroma a upravit télo a strukturu syru. Ve zrajicich
syrech se rozviji sekundarni mikroflora jak uvnitt, tak na povrchu syru. [31, s. 50] Plisné
jsou znamé zejména jako producenti enzymil s vysokou lipolytickou aktivitou. Nékteré

plisné jsou také znami producenti riznych aromatickych latek, z nichz nejvyznamné;jsi jsou

alkoholy a organické kyseliny. [32]

Nekteré druhy sekundarni mikroflory mohou byt povazovany za skodlivé a zhorsuji kvalitu
syrtu, ale vétSinu lze povazovat za prospéSné. Jejich kombinaci a asociaci s bakteriemi
mlécného kvaseni, jejich enzymy a enzymy piirozené se vyskytujici v syrovém mléce za-
jistuji pozadované vlastnosti syrt. Produkuji charakteristické chutové slozky a texturu
typickou pro urcity druh syru. Sekundarni fléra zahrnuje kvasinky, plisné¢ a bakterie. Jsou
vyuzivany k lepsi kontrole pribéhu zrani a snizeni rizika znehodnoceni. [31, s. 50] Mikro-
organizmy jsou vyuzivany pii vyrobé syrt na podporu rozvoje kyseliny béhem vyroby a
také tvoti texturni a chutové vlastnosti. Produkce kyseliny béhem vyroby syra vede k vy-

tvoteni gelu z mlé¢ného kaseinu. Vyvoj kyseliny v celém procesu vyroby syru podporuje
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koncentraci syfidla a vylouceni vlhkosti synerezi. Rlst nezadoucich a patogennich bakterii
je potlacen snizenim pH. Rozsah vyvoje kyseliny ovliviiuje texturni vlastnosti a také po-
skytuje spravné podminky prostiedi, které umoznuje vyvoj chutovych latek. Mikroorga-
nizmy, jejichz hlavni ulohou neni produkce kyselin, jsou vyuzivany k vyvoji chutovych

latek a texturnich vlastnosti syru. [31, s. 93]

Hydrolyza triacylglycerolii na volné mastné kyseliny, mono- a diacylglyceroly zpisobena
lipazami je bé&Zzn¢ uvadéna jako lipolyza. Spontanni lipolyzou v mléku a syrech mohou
vznikat nezddouci nebo nevyrazné chuté. Proto je nezddouci u vSech syrt, dokonce i u
téch, kde je vyrobni proces navrzen tak, aby podporoval hydrolyzu pfidavkem exogennich
lipaz a lipolytickych kultur. Lipolyza v syrovém mléku je mnohdy zpisobena tcinkem
ptirozené se vyskytujici lipoproteinové lipazy. Lipoproteinova lipaza je v podstaté uplné
inaktivovana pisobenim konven¢niho pasteracniho zédhtevu, proto malo piispiva k lipolyze
v mléku a syrech, nejsou-li tukové kulicky v mléku poSkozeny. V ptipadé poskozeni tuko-
vych kuli¢ek by doslo ke kontaktu lipazy s mlé¢nym tukem a tedy k lipolyze. [33, s. 1989,
1990] Jeji lipolyticky tcinek proto hraje vyznamnou roli ve vyvoji pfichuti v syrech
z Cerstvého mléka. [28] Mlécna lipaza je pfitomna v syrech v rizném mnozstvi, které je
dano teplotou a dobou tepelného oSetfeni, a prispiva k degradaci triglyceridii zvIasté be-
hem c¢asného stadia zrani syrd. [34, s. 160] Aktivita lipolytickych enzymi a fyzikalné che-
micky stav tukové frakce v matrici syru je tedy primarné zodpoveédny za rozsah lipolyzy.
[9, s. 4546] Lipolytické enzymy pfitomné v syru mohou pochazet z mléka, syfidla, starté-
rovych kultur, non-startérovych LAB a exogennich enzymatickych piipravki. [29] Hlav-
nimi zdroji esteraz v syru jsou mikroorganizmy. [19, s. 751] Lipolyza je dtlezita zejména
v modrych syrech, kde produkuje charakteristické aromatické slouCeniny, hlavné¢ me-
thylketony, které jsou méfitkem kvality. Lipolyzu v syrech zptsobuji zejména lipazy plis-
novych startérovych kultur rodu Penicillium, ale pozitivni efekt pii produkci aromatickych
slozek maji také kvasinky, které mohou byt pfitomny v syrech. [34, s. 159] Kvasinky pfi-
spivaji k vytvoteni typického aroma a textury syrti svou schopnosti $tépit laktozu, proteiny,
lipidy a nékteré organické kyseliny. Na druhou stranu plsobi v mnoha druzich syrt jako

kontaminanty. [35, s. 55]

Kvalita syru je ovlivnéna druhem mléka, vyrobni technologii a komplexnimi zménami v
prabéhu zrani, zptisobenymi piivodnimi mlénymi enzymy, startérovymi kulturami, a
sekundarni mikroflérou. [36, s. 595] Mikrobidlni znehodnoceni syrit miize byt zpisobeno

jak bakteriemi, tak plisnémi nebo kvasinkami, ale typ znehodnoceni zavisi hodné na cha-
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rakteristice individualnich druht syri. [37, s. 67, 68] Ke znehodnoceni syrt, dochazi méné
nez ke znehodnoceni mléka, diky nizkému pH, nizké vodni aktivité¢ odstranénim syrovatky
a rozpusténi soli ve zbyvajici vlhkosti. [38, s. 336] Vysledkem mohou byt vizualni i orga-
noleptické defekty, bud’ na povrchu, nebo uvnitt syru. [37, s. 67, 68] Rast plisni a kvasinek
je nasledovany rustem proteolytickych a lipolytickych bakterii, které tvoii tvarohovitou
konzistenci, produkuji plyny a rozviji charakteristické pachy hniloby. [38, s. 336] Znehod-
noceni plisnémi je obvykle neptfijemné a nékteré druhy plisni mohou dokonce produkovat
mykotoxiny. Mezi plisné, které se bézné podili na znehodnoceni syru, patii Penicillium,

Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Fusarium, Alternaria. [37, s. 67, 68]

2.1.2 Vyznamné plisné v mléénych vyrobcich

Taxonomie plisni je primarné zalozena na jejich morfologii a riistu na odliSnych médiich.
K rlstu plisné uptednostiiuji substrat tvotfeny sacharidy, ale mohou také rist na médiich
bohatych na bilkoviny, ve kterych vyuzivaji jako zdroj uhliku aminokyseliny. [32] Mezi
plisné€, které se vyuzivaji pfi vyrobé mlécnych vyrobki, zejména syril, patii predev§im
plisné rodu Penicillium. Stejn¢ jako bakterie a kvasinky, také plisné se podili na vyvoji
chuti a textury mléénych vyrobku. Plisng, které kolonizuji povrch fermentovanych mléc-
nych produktd, maji pfevazné oxidacni aktivitu a schopnost metabolizovat kyselinu mlé¢-
nou. [12, s. 168] V mléce mohou byt pfitomny také plisné zpisobujici znehodnoceni po-
travin nebo nékteré patogenni plisn€. Patogenni plisné v mléce mohou zplisobovat infekce
nebo produkovat toxiny. Mnoho riznych druht plisni, napiiklad plisné rodu Aspergillus,
Penicillium a Fusarium produkuji v mléce a mléénych vyrobcich mykotoxiny. Mykotoxiny
jsou akutné toxické, karcinogenni, mutagenni, teratogenni, apod. [14, s. 447, 451] Ke kon-
taminaci mykotoxiny mize dojit nahodnym vyskytem a ristem plisni v mlé¢nych vyrob-
cich, nebo také nekontrolovanym ristem plisni zajiStujicich fermentaci, cemuz lze prede;jit

dodrzovanim spravné vyrobni praxe. [39, s. 986]

2.1.2.1 Rod Penicillium

Pii vyrobé syra se nejcastéji vyuzivaji Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti. Na
zaklad¢€ barvy a charakteristiky ristu, rozliSujeme bilé a modré plisn€. Bil¢ plisné, znamé
jako Penicillium camemberti, rostou na povrchu syrt. Modré plisn¢€, Penicillium roquefor-
ti, rostou uvniti syra. Mezi charakteristické rysy plisfiovych syrt patii rozsahla proteoly-
tickd a lipolytickd aktivita. Tyto biochemické déje v kone¢ném dusledku vedou k tvorbé

prekurzori pro typické chut'ové slozky syri. Kli¢ovou roli maji methylketony. Mezi mnoz-
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stvim vytvotfenych volnych mastnych kyselin a methylketoni existuje pozitivni korelace.
Dalsimi typickymi slou¢eninami jsou sekundarni alkoholy, estery nebo aldehydy. Aroma je

doplnéno sloué¢eninami ziskanymi proteolyzou. [30, s. 102, 103]

Penicillium roqueforti a Penicillium camemberti mohou byt povazovany za hlavni Cinitele
pfi lipolyze mlécného tuku, jez je soucasti plisnovych syrt. Vyuziti téchto plisni k vyrobé
syrt ma bohatou historii, jako startérové kultury se zacaly vyuzivat na zacatku 19. stoleti.
Penicillium roqueforti se pouziva jako sekundarni startérova kultura pii vyrobé syru s
modrou plisni, ale mohou se také spontanné vyskytovat v mnoha potravinach a v n¢kterych
typech syri mohou dokonce pusobit jako kontaminty. P. roqueforti roste i pii vysoké kon-
centraci NaCl a nizké koncentraci kysliku. Pomérné vysoka koncentrace CO, je vhodna
pro vyrobu syri s modrou plisni. U riznych komerénich kmenti P. roqueforti jsou velké
rozdily v proteolytické a lipolytické aktivité. Lipolytické enzymy zajist'uji charakteristic-

kou chut’ syrd s modrou plisni produkei vysoké koncentrace metylketont. [21, S. 39]

Penicillium camemberti se pouziva jako startérova kultura k vyrobé Camembertu a podob-
nych typ povrchové zrajicich syrd. Vyuziti P. camemberti je vysoce omezené, slouZzi
zejména k vyrobé syri, zfidka se nachazi u jinych potravin nebo v pfirod¢. Rist na po-
vrchu syrd je umoznén diky vysoké toleranci k NaCl. P. camemberti spotfebovava laktozu
a kyselinu mlé¢nou na povrchu syru, ¢imz dochazi k narustu pH. [21, s. 39] Vzrist pH se
projevi ve vzhledu a textufe syru. [32] Po vyCerpani laktatu nastava degradace kaseinu
pomoci proteindzy, vysledkem je dalsi vzrist pH a uvolnéni amoniaku. Kromé& zminéné

proteolytické aktivity, také produkuje lipazy, které se podili na tvorbé aroma. [21, s. 39]

Penicillium roqueforti poskytuje dva typy lipaz, jedna z lipaz je aktivni pii pH 7,5-8, pro
druhou lipazu je optimalni pH 9-9,5. Lipdza s niz§im optimalnim pH produkuje kyselinu
kapronovou, zatimco lipaza s vy$sim pH produkuje kyselinu butanovou. Penicillium ca-
memberti, produkuje extracelularni lipazu, jejiz optimalni pH je 9 pii 35 °C. Volné mastné
kyseliny jsou prekurzory mnoha dilezitych chuti a aromatickych slozek, jako metylketony,
estery, alkany a sekundarni alkoholy. Metylketony jsou nejdiilezitéjsi slozkou chuti syri
s modrou plisni, v nichZ jsou zastoupeny ve vysoké koncentraci. Mohou byt produkovany
riznymi druhy rodu Penicillium a dokonce sporami. [40, s. 376] Methylketony nemusi byt
ziskavany pouze z volnych mastnych kyselin, ale také z ketokyselin pfirozené se vyskytu-
jicich v nizké koncentraci v mlééném tuku nebo oxidaci mononenasycenych volnych
mastnych kyselin. Spory P. roqueforty mohou oxidovat mastné kyseliny obsahujici 4 az 12

atomu uhliku. Produkce methylketonli v syrech je ovlivnéna teplotou, pH, fyziologickym
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stavem plisni a koncentraci volnych mastnych kyselin. [40, s. 377] Methylketony mohou
byt casteCné redukovany na alkan-2-oly, které jsou také dulezitou soucasti chuti modrych
syria. Tékavé slouceniny charakterizujici chut’ zrajicich syrt s plisni na povrchu jsou utva-
feny startérovymi bakteriemi, plisnémi rodu Penicillium a kvasinkami S$té€picimi laktat.
Okt-1-en-3-ol poskytuje charakteristickou houbovou chut’ v Camembertu a piekryva chut
methylketond v modrych syrech. [28, s. 80]

Mikroflora na povrchu plisiovych syrt je obzvlaste slozita v piipadé syrt vyrobenych ze
syrového mléka a podstupuje znacné zmény v pribchu zrani. Na zacatku procesu vyroby
syri se v podstaté sklada z laktokokti pouzitych jako startérova kultura. Druhy den se za-
¢ne v kyselém prostiedi rozvijet mikrofléra slozena z kvasinek a Geotrichum candidum a
poriista povrch syru. Paty nebo Sesty den se objevuji spory Penicillium camemberti. Porost
plisni je husty a nadychany, béhem dalSich dnd postupné pokryvé povrch syru. Povrch syru
je zcela pokryty porostem plisni osmy az desaty den zrani. Rust Penicillium camemberti je
doprovazen prudkym zvySenim pH, ktery umoznuje rozvoj bakterialni flory citlivé na ky-

selost povrchu. [12, s. 193]

2.1.2.2 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus zahrnuje Siroké mnozstvi druhd, které osidluji nejriznéjsi typy prostiedi.
Aspergillus oryzae je zdrojem mnoha enzymu a je vyuzivan k produkci fermentovanych
potravin, které maji své misto v lidské vyzivé. Aspergillus flavus je oportunné patogenni,
béZna pldni plisent prevazné saprofyticka, roste na odumftelych rostlinnych tkanich v ptidé.
Mezi sekundarni metabolity patii aflatoxiny, aflatrem, aflavinin, kyselina kojova, aspergi-
lova, paspalinin a jiné metabolity piedstavujici zdravotni riziko. [41, s. 81, 78] Aspergillus
flavus mtize kontaminovat mnoho druhti potravin, véetné masnych vyrobkd, mléka a syru.
[42, s. 786] Mezi plisné rodu Aspergilus produkujici lipazy patii také Aspergillus niger s

velmi silnou lipolytickou aktivitou a Sirokou substratovou specifitou. [43, s. 487]

Plisn¢ rodu Aspergillus mohou produkovat nizkou koncentraci mykotoxinti nebo jinych
toxickych metaboliti béhem vyroby, distribuce a skladovani. Celkové miize byt vyskyt
plisni akceptovatelny nebo neakceptovatelny v zavislosti na tom, kdy, kde a pro¢ plisné
rostou. Ristu nezddoucich plisni mize byt zabranéno dodrzovanim hygieny, Cistotou vy-
robniho prostfedi a zafizeni, pfidavkem konzervanti a ochrannym obalem. [44, s. 780]
Piimé kontaminaci mykotoxiny zpisobené cilenym nebo nahodnym vyskytem plisni

Vv potravinach Ize tedy predejit dodrzovanim spravné vyrobni praxe. [45, S. 986]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované plisnémi. Mezi mykotoxinogenni
plisné vyskytujici se v potravinach patii plisné rodu Aspergillus, Fusarium a Penicillium.
Mykotoxiny, které maji nejvétsi vyznam v potravinach a krmivech, jsou aflatoxiny produ-
kované zejména Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus a Aspergillus nominus, nej¢as-
t&ji Aflatoxin M; a M, monohydroxylované derivaty aflatoxinu B; a aflatoxin B; tvofeny a
vylu¢ovany v mléku savct. Aflatoxin M1 se mlize nachazet v mnoha produktech zahrnuji-

ci détskou vyzivu, suSené mléko, syry a jogurty. [45, s. 141]

2.1.3 Vyznamné kvasinky v mléénych vyrobcich

Ve fermentovanych vyrobcich se kvasinky ucastni bud’ fizené fermentace pomoci znamych
kultur, nebo spontanni fermentace, kdy zdrojem kvasinek mize byt ¢erstvé mléko, vyrobni
zafizeni nebo okolni prostredi. Jako startérové kultury se vétSinou pouzivaji jednotlivé
kmeny K iniciaci procesu fermentace a nasledné k optimalni produkci aroma. [21, s. 32]
Kvasinky se dale uplatiuji jako sekundarni kultury v mnoha syrech za ucelem podpory
rustu jinych mikroorganizmd, nebo k redukci vyskytu nezadoucich plisni rodu Aspergillus,
Mucor nebo Penicillium. Kvasinky pfispivaji k lipolyze, nejvyssi lipazovou aktivitu vyka-
zuje Yarrowia lipolytica. Produkuji aromatické slouceniny, etanol, aldehydy, estery a de-
graduji aminokyseliny na amoniak. Dalsimi metabolickymi pochody vznikaji alkoholy,

estery, methylketony a karbonylové slouc¢eniny. [40, s. 191, 192]

Mnoho druhti kvasinek roste za aerobnich a anaerobnich podminek. Zdrojem uhliku jsou
primarné sacharidy, které dale $tépi na alkoholy a oxid uhli€ity, estery, organické kyseliny,
aldehydy a ketony. Nejlépe popsanym druhem kvasinek podilejicich se na fermentaci po-

travin a napoju je Saccharomyces cerevisiae. [21, s. 32]

Vliv kvasinek na mlécné produkty miize byt prospésny nebo skodlivy. Nékteré druhy hraji
vyznamnou roli v produkci fermentovanych mléénych produktt a syria. Vytvaii specifické
aromatické latky, naptiklad etanol a oxid uhli¢ity v kefiru a kumysu, a pfispivaji k riistu
bakterialnich startérovych kultur na povrchu zrajicich mékkych a polotvrdych syrt.
Nicméné rist kvasinek je v mnoha piipadech nezadouci v mléce a mléEnych produktech.
Mezi negativni aspekty pfitomnosti kvasinek v mlé¢nych produktech patfi silny rast kvasi-
nek v syrech, ktery je pti¢inou vzniku nezadoucich ptichuti jako je naptiklad ptichut’ alko-
holicka, zemita, zatuchla, pikantni, zlukla, sladka a dalsi. [46, s. 744, 750]

Role kvasinek jako mikroorganizmi zptisobujicich kazeni mlé¢nych produkti je spojena

s jejich vyzivovymi pozadavky, enzymatickou aktivitou a schopnosti riist za nizkych tep-
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lot, nizkého pH, nizké vodni aktivity a vysoké koncentraci soli. Kvasinky mohou kontami-
novat mlécné vyrobky, coz dokazuje naptiklad studie Tudora a Boarda (1993). Béznymi
kontaminanty pasterizované¢ho mléka jsou Candida diffluens a Candida famata. Rhodoto-
rula glutinis a Rhodotorula rubra jsou caste¢né spojeny s produkty zaloZzenymi na mléc-
ném tuku. Debaryomyces hanseni, Kluyveromyces marxianus var. lactis, Kluyveromyces
marxianus var. marxianus a Saccharomyces cerevisiae se poji se syry. V jogurtech jsou
dialezitymi kontaminty Candida famata, Candida krusei a Candida lusitaniae. [47, s. 758,
759]

2.1.3.1 Rod Candida

Kvasinky rodu Candida se hojné vyskytuji v pfirod¢ i uméle vytvoifeném prostiedi. Odola-
vaji vlhkosti, vysoké koncentraci organickych kyselin a etanolu, nizkym 1 vysokym teplo-
tam, vysoké koncentraci soli a cukru. Bunky rtizného tvaru rostou v krémové az zluté
zbarvenych koloniich. Nekteré druhy jsou vyuzivany k produkci riznych biotechnologicky
vyznamnych slou¢enin, naptiklad vyssich alkohold, organickych kyselin, estert, diacetylu,
aldehydi, ketonii, kyselin a glycerolu. Proto se enzymy téchto kvasinek uplatiiuji pfi syn-
téze aromatickych sloucenin. Lipaza Candida rugosa se pouziva k hydrolyze mlééného
tuku. Kolonizuje rizné druhy prosttedi, vyskyt je spojen zejména s rostlinami, hnijici ve-
getaci, stonky rostlin a pudou. Candida stejné jako jiné kvasinky dominuje, pokud je bak-
terialnimu kaZeni branéno okyselenim, vysokou koncentraci soli a cukru. ZhorSuje kvalitu
potravin (zépach, biofilm, zména textury, produkce plynu) a tim mize napomahat dalSimu

rozvoji kontaminujici bakterialni i plistiové mikroflory. [41, s. 367, 368, 371]

Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica) se bézn¢ nachazi v masnych vyrobcich, napiiklad
parcich, a v mlécnych vyrobcich, zejména syrech, kde vytvari specifickou texturu a pii-
chut. [48, s. 374] Je nepatogenni a obecné povazovana za bezpecnou, ale presto mize zpi-
sobit znehodnoceni potravin, n¢které kmeny mohou produkovat hnédy pigment melanin
katabolyzou tyrozinu, coz se projevi zménou barvy na povrchu syrt. V potravinach produ-
kuje aromatické slouceniny, organické kyseliny, polyalkoholy, emulgatory a povrchové
aktivni latky. Yarrowia lipolytica dobie snasi pfitomnost soli, nizké teploty, kyselé i zasa-
dit¢ pH. Produkuje n¢kolik typt lipaz a esterdz, nejvice tedy piispiva k lipolytické ¢innosti
spojené s procesem zrani syrt. Lipolyticka aktivita je silna i pfi nizkych teplotach. Tvoii
tedy velké mnozstvi volnych mastnych kyselin: propionova, maselna, myristova, palmito-

va, stearova a olejova. Nékteré z téchto volnych mastnych kyselin jsou odpovédné za sen-
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zorické vlastnosti. [49, s. 1-3] Prestoze se Yarrowia lipolytica pouziva k produkci aroma-
tickych a chutovych slozek syrt, v nékterych syrech mize produkovat nezadouci aroma,

napiiklad 2-phenylethanol, amoniak, slouceniny siry a volné mastné kyseliny. [41, S. 376]

Nékteré druhy rodu Candida zpusobuji znehodnoceni mléka a mlé¢nych vyrobkd, diky
schopnosti $tépit kasein a tuk, rist v Sirokém rozmezi teplot, fermentovat laktézu a sa-
charozu. Tvoii sliz na povrchu syrd, v jogurtech mohou zpisobovat kvasnicovou a hotkou
ptichut. Hlavnimi druhy zptsobujicimi znehodnoceni syri jsou Candida famata, a mezi
druhy zpisobujici znehodnoceni jogurtti patéi Candida famata, Candida versatilis a Can-
dida lusitaniae. [14, s. 454]

2.1.3.2 Rod Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae patii mezi nejpouzivangjsi fermentujici mikroorganizmy. Je
nejcastéji vyuzivana pii vyrobé peciva nebo sladu, pro fermentaci vina, jako aditivum po-
travin a krmiv a také jako kultura pro tvorbu vyvazené chuti v mlé¢nych a masnych vyrob-
cich. [21, s. 10] Rod Saccharomyces zahrnuje kvasinky se schopnosti silné anaerobni nebo
semianaerobni fermentace cukrii za produkce etanolu a oxidu uhli¢itého. Saccharomyces
cerevisiae miizeme nalézt na povrchu plisiovych zrajicich syrti. Metabolizuje hexozy, ky-
selinu mlé¢nou a jiné organické kyseliny. Optimalni pH ristu se pohybuje mezi 4,5-6,5.
Kyslik je dualezity k udrzovani zivotaschopnosti, ale pieziva i za mikroaerofilnich podmi-
nek. [18, s. 456] Mize ptispivat k tvorbé chuti béhem zrani syrt interakci se startérovymi
kulturami Penicillium roqueforti, ¢imz podporuje proteolyzu a lipolyzu. [47, s. 59] Sac-
charomyces cerevisiae podporuje rust Penicillium roqueforti, ovliviiuje tvorbu aroma a

vykazuje jistou proteolytickou aktivitu. [21, s. 37]

Znehodnoceni mléka a mléénych vyrobki se projevuje vyskytem nezadoucich ptichuti a
pacht, zménami v textufe a vzhledu. Sacharomyces cerevisiae zpisobuje také znehodno-
ceni slazenych a kyselych mléénych vyrobkl, naptfiklad produkci tékavych sloucenin
vV ovocnych jogurtech. [14, s. 452, 454]
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3 STANOVENI LIPOLYTICKE AKTIVITY MIKROORGANISMU

Ke stanoveni lipolytické aktivity mikroorganizmu slouzi mnoho metod, naptiklad spektro-
fotometrie, chromatografie, turbidimetrie, titracni metody a métfeni povrchového napéti.
Pti analyze lipidu se uplatiiuji zejména chromatografické metody, obvykle ke kvantifikaci
izolovanych volnych mastnych kyselin z ptirodnich triacylglyceroll, jejich parcialnich
esterti nebo smiSenych tuk. Vyhodou chromatografickych metod je jejich citlivost, vse-
strannost a nizka cena. [6, s. 432, 440] Metody k méfeni lipolyzy v mléce a mléénych vy-
robceich jsou zalozeny na stanoveni volnych mastnych kyselin ziskanych lipolytickou akti-
vitou mikroorganizmuti produkujicich lipazy, nebo ptimo méfenim lipolytické aktivity. Do-
stupné jsou 1 rychlé kvalitativni testy zalozené na priikazu ptitomnosti lipolytickych enzy-

m. [50, s. 153]

Hlavnim problémem pii méfeni lipolytické aktivity v mléce, nebo mlécnych vyrobcich je v
podstaté pfitomnost vysoké hladiny tukut, kravské mléko obsahuje 37 — 41 g/l tuku. Pro
analyzu neni vhodné vyuzit ptfimé spektrofotometrie, protoze produkty lipolyzy — volné
mastné kyseliny a diacylglyceroly, pfipadné monoacylglyceroly jsou spektraln€ nezietelné.
Presto je mnoho metod zaloZenych na pfimém méfeni jednotlivych produktii; nékteré me-
tody jsou zalozeny na meéfeni fyzikalné chemickych zmén indukovanych béhem reakce.

Jiné metody vyzaduji specialné upravené substraty. [6, . 432]

Pro sledovani lipolytické aktivity mikroorganizmi in vitro je kli¢ové pouziti stabilnich
reprodukovatelnych emulzi obsahujicich substrat lipolytickych enzymti. Ke stabilizaci
emulze je obvykle nutny pfidavek surfaktantd, jejichz efekt se znacné snizuje s Casem.
Proto je také doporucovano pouZiti Cerstvé pfipravenych emulzi. Pro pfipravu standardnich
emulzi by s jednotlivymi slozkami mélo byt manipulovano za obdobnych teplotnich pod-
minek a jednotlivé sloZzky ani kone¢né emulze by nemély byt vystaveny teplotam mimo
rozsah 20 az 50 °C. I relativné malé rozdily v postupu ptipravy emulze mohou mit vliv na

vysledek testu, naptiklad na dostupnost substratu pro lipolytické enzymy. [6, s. 432]
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3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analytickd separacni metoda zaloZena na principu oddélovani
slozek vzorku na zakladé jejich afinity ke stacionarni fazi. Jedna se o metodu kvalitativni a
kvantitativni analyzy vzorku. [51, s. 10] Vzorky mohou byt plynné, kapalné nebo pevné
latky a mohou tvofit smési obsahujici Siroké spektrum chemickych sloucenin. [52, s. 3]
Pokud je vzorkem plyn, je zaclenén do proudu inertniho plynu — mobilni faze, neboli nos-
ného plynu — unasejici vzorek kolonou, v niZ je obsazena stacionarni faze. Vzorek kapal-
ného charakteru je nejdiive zahiivan a jeho pary jsou nasledné unaseny mobilni fazi kolo-
nou. V kolonég jsou slozky vzorkti déleny selektivni interakci mezi staciondrni a mobilni
fazi. Slozky vzorku dosahnou vystupu z kolony v rozdilném ¢ase. Doba, po kterou jednot-
livé slozky vzorku setrvaji v koloné, se nazyva reten¢ni Cas a je za danych podminek cha-
rakteristickym rysem jednotlivych analytt, zatimco vyska nebo plocha jednotlivych piku je

umérna mnozstvi analytu. [53, s. 1]

Plynova chromatografie je nejpouzivanéj$i metoda v analytické chemii, jeji oblibenost a
pouzitelnost je vysokd predevSim diky bezproblémové rozliSovaci schopnosti pro blizce
pribuzné tékavé latky a diky vysoké senzitivité a selektivité zajiStované mnoha riznymi
detektory. Plynova chromatografie je velmi piesnd, a proto se béZn¢ vyuziva pii rutinnich
analyzach. [54, s. 1] Naptiklad pti analyze tuki je bézné vyuzivanou metodou ke kvantifi-
kaci triacylglyceroli, diacylglycerol, monoacylglyceroli a extrahovanych volnych mast-

nych kyselin, diky své univerzalnosti, citlivosti a relativné nizké cené. [6, S. 440]

3.1.1 Priprava vzorki

Vzorky jsou Casto piili§ zfedéné nebo slozené z mnoha latek, které mohou znesnadiiovat
analyzu pomoci kapilarni plynové chromatografie. Aby bylo dosaZeno pozadovanych vy-
sledki, musi byt vzorky pfed zahajenim analyzy upraveny extrakci, frakcionaci, apod. Pfi-
prava vzorki je ¢asové ndro¢nd a vzorky mohou byt kontaminovany nebo jinak znehodno-
ceny. Ziskani reprezentativniho vzorku a jeho spravné skladovani je dulezita soucast kazdé
analyzy. [55, s. 3] Prvni krok k identifikaci aromatickych slouc¢enin musi byt separace té-
kavych latek, obvykle ve formé, ve které mohou byt podrobeny plynové chromatografii.
[9, s. 253] Pii analyze tuki, respektive mastnych kyselin plynovou chromatografii, je prv-
nim krokem analyzy extrakce zalozena na separaci tuku pomoci systému rozpoustédel,
nebo separace provadéna bez pouziti rozpoustédel. Nasledné je nutné mastné kyseliny pre-

vést na methylestery metodami uvedenymi nize v podkapitole.
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3.1.1.1 Extrakce mlééného tuku

Pied samotnou analyzou se provadi extrakce lipid standardnimi metodami. Extrakce pro-
biha v systému rozpoustédel isopropanol-petroleum ether nebo ethylalkohol-diethylether,
piipadné jinymi postupy izolujici tuk z produktu. [56, s. 725] Casto byva prvnim krokem
pted provedenim extrakce mlééného tuku rozruseni proteinové membrany tukovych kuli-
¢ek beze zmény oxidacniho stavu tuku. [58, s. 852] Extrakce mlééného tuku organickymi
rozpoustédly, nasledovana transesterifikaci pro vytvofeni methylesteri a plynovou chro-
matografii predstavuje klasickou analyzu mastnych kyselin. Metoda Hara a Radin (1978)
pouziva smés hexanu a izopropanolu. Tato n€kolika stupfiova metoda je vhodna pro malé
mnozstvi vzorki, tedy doba analyzy a zafizeni umoziuje zpracovat desitky vzork denné.
Pro zpracovani vy$$iho mnozstvi vzorkiu se pouziva centrifugacni separace tuku. [57, s.
3785] Folch a Bligh & Dyerova metoda je zalozena na extrakci tuku z potravin pomoci
systému rozpoustédel chloroform-methanol 2:1. Nevyhodou této metody je ¢asova naroc-
nost. Standardni extrakéni metoda (IDF Standard 1D) zahrnuje systém rozpoustédel sloze-
ny z diethyletheru a petroletheru, a nasledné silnou alkalickou mineralizaci v kombinaci se

zahtevem pro rozpusténi tukového a proteinového komplexu.

Pro rutinni analyzy, naptiklad pro stanoveni obsahu tuku v mléce, jsou vyuzivany piede-
v§im dvé rozpoustédla, diethylether a petrolether. Postup pro extrakci mlé¢ného tuku vyu-
Zivajici tato rozpoustédla je soucasti Geské technické normy CSN EN ISO 1211 Mléko —

stanoveni obsahu tuku — Vazkova metoda (Referenéni metoda).

Existuje i cela fada dalSich extrak¢énich metod, avSak ty jsou velmi ¢asto ¢asové naro¢né,
vyzaduji specifické vybaveni nebo v nékterych ptipadech Skodliva rozpoustédla. Nejsou
tedy vhodné pro rutinni aplikace. [56, S. 852] Absolutni obsah volnych mastnych kyselin
Vv tuku se extrakci obvykle neziska. [59, s. 725] Smés ziskana extrakci se sklada z riznych
skupin lipidii o rozdilné polarité: triacylglyceroly, fosfolipidy, volné mastné kyseliny, ste-
roly a dalsi. Pfi pouziti petroletheru jsou extrahovany pouze nepolarni lipidy. Ziskané lipi-

dy jsou dale pfevedeny na methylestery mastnych kyselin. [60, S. 285]

3.1.1.2 Priprava methylesterit mastnych kyselin

Mastné kyseliny obsazené v tukovém extraktu jsou obvykle transformovany na methyleste-
ry a stanoveny plynovou chromatografii. Methylestery mastnych kyselin mohou byt pii-
praveny n¢kolika stupiiovou metodou zahrnujici extrakci tuku s naslednou transmethylaci,

nebo pfimou methylaci. Pfimé methylace ma mnoho vyhod oproti metoddm zalozenym na
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extrakci, jako napfiklad malé mnozstvi vzorku a nizka spotieba rozpoustédel. [59, s. 315]
V literatufe je popsano mnoho riznych postupt pro piipravu methylesterti, z nichz nejvice
pouzivanymi jsou nasledujici: methylace katalyzovana kyselinami a zasadami, methylace
fluoridem boritym, nebo také methylace s diazomethanem. Prvni z téchto metod je vhod-
n¢jsi nez ostatni z divodu pouziti méné agresivnich reakénich ¢inidel. [60, s. 286] Dale se
také pro pfipravu methylester mastnych kyselin z zivoc¢isnych i rostlinnych tukt pouziva-
ji: alkalicky katalyzovana transmethylace, nebo alternativni postupy kysele katalyzované

transmethylace glycerida.

Pouzitim alkalicky katalyzované transmethylace, nedojde k vytvofeni methylesterd vol-
nych mastnych kyselin pfitomnych v tuku. Touto metodou Ize tedy vytvofit methylestery
pouze z mastnych kyselin vazanych v molekule triglyceridi. Alkalicky katalyzovana
transmethylace se tedy pouziva v pfipadé olejl, které nebyly upravovany frakcionaci ani
rafinaci. Pfitomnost volnych mastnych kyselin by zplisobovala problémy pfi analyze ply-
novou chromatografii v identifikaci methylesterti na vysledném chromatogramu. [60, s. 1,

2]

Naopak methylace katalyzovana kyselinami a zasadami je vhodna pro ptipravu methyleste-
i jak z vazanych, tak i1 volnych mastnych kyselin. Vybér metody tedy zévisi na obsahu
volnych mastnych kyselin v analyzovaném tuku. Alkalickou transmethylaci dojde k zmy-
delnéni volnych mastnych kyselin a naslednou acidickou transmethylaci jsou vzniklad my-
dla pfevedeny na methylestery. Methylace fluoridem boritym se pouziva pouze ve vyji-
mecnych ptipadech kvili toxicité fluoridu boritého. Ziskané methylestery jsou dale analy-
zovany pomoci plynové nebo kapalinové chromatografie, ptipadné¢ chromatografie na ten-

ké vrstveé nebo infracervené spektrofotometrie. [61, S. 2]

3.1.2 Plynovy chromatograf

Prvnim krokem vlastni analyzy je davkovani vzorkli. Vzorky jsou davkovéany injekénimi
sttikaCkami nebo automatickymi davkovaci, pfiCemz rozliSujeme nékolik zptisobii davko-
vani. [51, s. 12, 13] Nasttik do kolony je zakladni metodou u napliovych kolon. [61, s. 11]
Kapilarni kolony pojmou omezenou kapacitu vzorku a pritokova rychlost nosného plynu
toku muze byt pouzit hlavné pro extrémné malé Sitky pikil pii vysoké kapacité separace a
pro vzorky ve form¢ ziedénych roztokt, detekovatelnost je omezena malou ¢asti vzorku v

koloné. Pfili§ se nepouziva u méné té¢kavych sloucenin. Techniky nastiiku bez délice toku
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byly vymysleny k piekonani nékterych nedostatkii nastiiku s délicem toku pro analyzu
smési ziedénych roztoki preménou velkych objemt vzorkii v koloné. Pritok plynu ptes
davkovac bez délice toku je relativné pomaly a vzorky setrvavaji v koloné dlouhou dobu.
Odpatovaci vstiikovac s programovatelnou teplotou je univerzalnéj$i, ma malou termalni
hmotnost umoznujici rychlé ohfivani a chlazeni. Pokroky v kolonové technologii umoziuji
vyvoj studeného vsttikovani vzorki do kolony, kde jsou vzorky smichany s nosnym ply-
nem ve vstupu do kolony a nasledné se odpaiuji. Pro udrzeni vzorkti v plynném stavu po
celou dobu analyzy slouzi termostat, ktery udrzuje dostatecné vysokou teplotu (teplotu pod
bodem varu analytu) davkovace kolony a detektoru. [61, s. 12, 13] Mnozstvi davkovaného

vzorku, vét§inou 1 — 2 pl, zavisi na typu pouzité kolony. [62, S. 76]

Kolona je nejdulezitéjsi ¢asti chromatografu, protoze pravé v koloné probihd samotné d¢-
leni smési na jednotlivé slozky. V kolon€ je umisténa stacionarni faze, v niz jsou zadrzo-
vany jednotlivé slozky smési prochazejici kolonou v proudu nosného plynu. V plynové
chromatografii je moznost pouzit naplinové nebo kapilarni kolony zalozena na jejich sile
separace, protoze U napliiovych kolon je $irSi vybér stacionarnich fazi, ale je limitovana
poctem teoretickych pater. Kapilarni kolony zaloZené na adsorpci umoznuji separaci slo-
zek s velmi nizkym bodem varu. [63, s. 17] Vyuziti kapilarnich kolon ptevazuje diky jejich
lep$imu chromatografickému rozliSeni. [61, s. 12] Pokud nejsou vzorky po nastfiku do
kolony zadrzovany stacionarni fazi, setrvaji v koloné¢ po dobu ekvivalentni prichodu mo-
bilni faze kolonou. To odpovida objemu, ktery zaujima mobilni faze v kolon¢ déleného
prutoku a shoduje se s ¢asem, ktery rozpusténé latky stravi v mobilni fazi, nezavisle na
celkovém retencnim Case rozpusténé latky. Slozky jsou od sebe oddéleny poutanim ke sta-

cionarni fazi. [63, s. 4]

Nosnym plynem miize byt vodik, dusik, argon nebo helium. Pouziti jednotlivych plynt
zavisi na vlastnostech vzorku a inertnim chovéni plynu vii¢i jeho slozkdm. Pfi vybéru nos-
ného plynu je dilezitd netoxicita, bezpe€nost prace a nizka cena, navic také druh kolony a
detektoru. Prtok nosného plynu zatfizenim miize byt bud’ staly, nebo se mtize podle potie-
by ménit pomoci regula¢niho zafizeni. Soucasti chromatografu také muize byt Cistici zafi-

zeni, které odstranuje necistoty a nezadouci plyny, zejména kyslik. [51, s. 11]

Oddé¢lené slozky jsou po prachodu kolonou zaznamenany detektorem signalizujicim pfi-
tomnost latek. Signal detektoru je déale zpracovavan vyhodnocovacim zatizenim, jehoZz
vystupem je chromatograficka kiivka (chromatogram). Detektory jsou zalozeny na plyno-

vych ionizacnich procesech, dale optickych, elektrochemickych a spektroskopickych de-
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tek¢nich principech. Propojeni modernich detektort s kolonami obvykle neni obtizné s
vyjimkou rychlé plynové chromatografie, kde objem detektoru a rychlost ziskani dat, ome-
zuje pouziti nékterych detektorii. Plamenovy ioniza¢ni detektor ma maly objem hlavy, ma
vysokou citlivost pro témeét vSechny slouceniny obsahujici uhlik. Ostatni detektory byly
vyvinuty v reakci na potiebu detekce selektivnich prvki nebo struktur a umoznuji analyzu

cilovych sloucenin o nizké koncentraci ve vzorku. [61, s. 13, 14]

3.1.3 Ziskavani dat

Vystupem z chromatogramu je graf obsahujici tzv. piky, neboli elu¢ni kiivky, které slouzi
ke kvantitativni analyze vzorki. Pfi vyhodnocovani se uplatiiuje jak vySka a Sitka piku, tak
plocha piku. Dfivéjsi orientaéni méfeni vysky a Sitky piku pro vypocet jeho plochy, ne-
pfesné zejména pro uzké piky, bylo nahrazeno zatizenimi s moznosti zaznamenat chroma-
togram soucasné se zpracovanim vysledkt, okamzité generovat vysledky popsany v tabul-
kach s mnoha informacemi, zahrnujici vypocet plochy piku. [61, s. 14] Nékdy se mtizeme
setkat s délenim pikt. Déleni pikt zpiisobuji stejné slozky objevujici se jako dva piky.
Tento problém je vysledkem dvojitého nastiiku vzork, zplisobeného ptitomnosti roztoku
na vné&jsi strané jehly, nespojitym tlakem pistu, nebo zménou tlaku v pribéhu nastiiku.
Prvni dva problémy Ize snadno vyfesit stiranim jehly a nastfikem kontinudlnim pohybem,
zatimco feSeni problému se zménou tlaku miize byt obtizné. Déleni pikli neni Casté, ale Cas

od Casu se objevi. [62, s. 84]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODY A METARIAL

4.1 Stanoveni lipolytické aktivity mikroskopickych hub kultivaci na

Spirit Blue agaru

Pro stanoveni lipolytické aktivity mikroorganizmi lze vyuzit test zaloZzeny na kultivaci
mikroorganizm® na Petriho miskach se Spirit Blue agarem. Mikroorganizmy s vysokou
lipolytickou aktivitou produkuji lipazy $tépici triacylglyceroly v agaru na parcialni acyl-
glyceroly a volné mastné kyseliny. Pozitivni vysledek je ddn zménou barvy agaru, ktera je
zpusobena snizenim pH vytvofenymi volnymi mastnymi kyselinami.

4.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Pouzité mikroorganizmy byly ziskiny ze sbirky mikroorganizmti Ustavu inZenyrstvi
ochrany zivotniho prostfedi Fakulty technologické Univerzity Tomase Bati ve Zling. Jed-
nalo se o kvasinky a plisné¢ druhtt Aspergillus niger, Candida albicans,Penicillium camem-
berti, Penicillium candidum, Penicillium roqueforti, Penicillium vulpinum, Rhizopus sp. a
Saccharomyces cerevisiae.

4.1.2 Pomicky a material

Autoklav Varioklav H+P, Némecko

Automaticka mikropipeta Biohit a Nichipet

Denzilameter, Emo Brno, EU

Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko

Laboratorni pomucky (kadinka, 1zicka, odmérny valec sklenéné lahve, Sterilni Petriho mis-

ky, sterilni zkumavky, sterilni kli¢ky a hokejky, sterilni $picky na mikropipety)
Magnetické michadlo MM2A, Ceska republika

Plynovy kahan

Vortex Heidolph REAX top, Némecko

Kultiva¢ni média

Spirit Blue Agar (Himedia)

Saboroud Dextrose Agar (Himedia)
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4.1.3 Postup prace

4.1.3.1 Priprava zdsobnich kultur

Prvnim krokem bylo oziveni zmrazenych kultur kultivaci na miskach se Saboroud Dextro-
se Agarem vhodnym pro kultivaci plisni a kvasinek. Zaockované misky byly kultivovany

pti laboratorni teploté po dobu 7 dnt.

Ptipraveny byly kultury mikroorganizmi Aspergillus niger, Candida albicans, Mucor sp.,
Penicillium camemberti, Penicillium candidum, Penicillium roqueforti, Penicillium vul-
pinum, Rhizopus a Saccharomyces cerevisiae. Zmrazené kultury byly ockovany vpichem

(plisn€) nebo kiizovym roztérem (kvasinky) na misky s kultivacnim médiem.

Pro piipravu kultiva¢niho média bylo navazeno 26 g Saboroud Dextrose Agaru do skleng-
né lahve a rozpusSténo ve 400 ml destilované vody. Nasledné bylo piipravené kultivaéni

médium sterilizovano v autoklavu pti teploté 120 °C po dobu 15 minut.

4.1.3.2 Priprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 3,6 g NaCl, rozpusténim ve 400 ml destilo-

vané vody a sterilaci v autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 15 minut.

4.1.3.3 Priprava inokula pro stanoveni lipolytické aktivity

Zasobni kultury byly pteneseny do pfipraveného sterilniho fyziologického roztoku ve
zkumavkach. Suspenze byla promichana pomoci vortexu. Mnozstvi zasobni kultury odpo-

vidajici zakalu o hodnoté 1 McFarlandovy stupnice bylo stanoveno denzilametrem.

4.1.3.4 Priprava kultivacniho média pro hodnoceni lipolytické aktivity plisni a kvasinek

Pro hodnoceni lipolytické aktivity byl pouzit SBA (Spirit Blue Agar), ke kterému je nutné
ptidat substrat pro lipolyzu. Vhodnym substratem je dle doporuceni vyrobce emulze pfi-

pravena z olivového oleje a Tweenu 80.

Spirit Blue agar pro hodnoceni lipolytické aktivity mikroorganizmii byl pfipraven nasle-

dovné:

Bylo navéazeno 12,9 g agaru a rozpusténo ve 400 ml destilované vody. Nasledn¢ byl roztok
agaru sterilizovan v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Substrat pro lipolyzu
byl ptipraven rozpusténim 0,09 ml Tween 80 v 36 ml destilované vody pfi zahtivani. Dale

bylo pfidano 9 ml olivového oleje za sou¢asného michéni, aby doslo ke vzniku emulze.
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Po ochlazeni sterilniho Spirit Blue Agaru na teplotu 50 °C byl pfidan substrat pro lipolyzu.
Vysledna emulze byla nalita na Petriho misky.

4.1.3.5 Kultivace mikroorganizmit na Spirit Blue Agaru

Ptipraveny Spirit Blue Agar byl zao¢kovan testovanymi mikroorganizmy, v ptipad¢ plisni
byl agar ockovan vpichem. Zaockované misky byly kultivovany po dobu 7 dnii, b€hem

nichz byl pozorovan rist kultur a zmény indikujici jejich lipolytickou aktivitu.

Spirit Blue je barvivo, které plisobi jako indikator lipolyzy. Lipazova cinidla jsou zdroje
tuki, jako naptiklad bavinikova mouka, smetana, olivovy olej, apod. Pfipravené zakladni
médium je modry, Ciry az mirn¢ opalizujici gel. Po piidavku lipdzového substratu se
V Petriho miskéach vytvoii levandulové zbarveny, slabé opalizujici gel. Stépenim tuk lipo-
lyticky aktivnimi mikroorganizmy dochazi k uvoliiovani mastnych kyselin, coz vede ke
sniZzeni pH. SniZzenim pH dojde ke zmén¢ zbarveni Spirit Blue Agaru nebo vytvofeni zo6n

kolem kolonii mikroorganizmi. Hodnota pH pfipraveného agaru se pohybuje mezi 6,6 - 7.

4.1.4 Vysledky a diskuze

Pro orienta¢ni stanoveni lipolytické aktivity vybranych mikroorganizmii byla zvolena kul-

tivace na Spirit Blue Agaru s piidavkem lipolytického substratu.

Z testovanych mikroorganizmti vykazovaly vyraznou lipolytickou aktivitu pouze druhy
Aspergillus niger a Penicillium camemberti. Tyto mikroorganizmy byly vyhodnoceny jako
lipaza pozitivni na zdkladé zmény barvy Spirit Blue Agaru z bledé¢ modré na vyraznou
tmaveé modrou barvu. U ostatnich testovanych mikroorganizmt nebyly pozorovany vyraz-

né barevné zmény a test byl vyhodnocen jako negativni.

Navzdory negativnimu vysledku pfi kultivaci na Spirit Blue Agaru, 1ze konstatovat, Ze je u
téchto mikroorganizmu lipolyticka aktivita znama a uplatnuje se v potravinaiském pramys-
lu. Naptiklad Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti jsou bézné vyuzivané pii
vyrobé potravin, zejména syrii, kde svou lipolytickou aktivitou zajist'uji tvorbu chutovych

a aromatickych slozek béhem zrani.

Testovany byly dale také mikroorganizmy Penicillium candidum, Penicillium vulpinum,
Rhizopus, Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans. U téchto mikroorganizmi se také
nepodafilo prokazat lipolytickou aktivitu kultivaci na Spirit Blue Agaru, ackoliv nékteré

Z téchto mikroorganizmu jsou znamé svou lipolytickou aktivitou. Po 7 denni kultivaci pfi
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laboratorni teploté byl na miskach patrny rst uvedenych mikroorganizmda, avSak byla zde

absence zon kolem kolonii nebo zména barvy agaru.

415 Zavér

Lipolytickou aktivitu se podafilo prokazat pouze u plisni Aspergillus niger a Penicillium
camemberti. U plisni a kvasinek Penicillium vulpinum, Penicillium candidum, Penicillium
roqueforti, Rhizopus, Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans byl patrny pouze rust
na miskach se Spirit Blue agarem, na zaklad¢ vizualniho hodnoceni vSak nebylo mozZné
prokazat pozitivni lipolytickou aktivitu. Tento test vSak lze oznadit spiSe za orientacni a
metoda neni pfili$ citliva. Problematicka miize byt i dostupnost tukového substratu, vzhle-

dem k tomu, Ze je potifebné zabudovani olejové slozky do vodného roztoku.

Pomoci kultiva¢niho testu nelze vyvodit jak silna je lipolyticka aktivita ani jeji blizsi cha-
rakteristika. Toto orienta¢ni stanoveni bylo provedeno jako ptedbézny test, na zakladé kte-
rého byly pro sledovani lipolytické aktivity s vyuzitim plynové chromatografie, zvoleny

plisné Asergillus niger a Penicillium camemberti.

Pro dalsi testovani byl zvolen také druh Penicillium roqueforti, u n&jz se nepodatilo proka-
zat lipolytickou aktivitu kultivaci na SBA agaru, ale jeho lipolyticka aktivita je znama tyto
plisné se bézn¢ vyuzivaji pii vyrob¢ potravin, zejména syra.

Kromé plisni byly dale testovany i kvasinky. Saccharomyces cerevisiae byla zvolena na
zaklad¢ uplatnéni v potravinarském prumyslu. Candida albicans byla zvolena jako zastup-

ce mikroorganizmd, které mohou kontaminovat potraviny a zplsobit jejich znehodnoceni.
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4.2 Stanoveni lipolytické aktivity mikroskopickych hub plynovou chro-

matografii

Mikroorganizmy produkujici lipazy jsou schopny $tépit triacylglyceroly na volné mastné
kyseliny a parcialni acylglyceroly. Mnozstvi volnych mastnych kyselin ve vzorku tuku
vypovida o sile lipolytické aktivity mikroorganizmi a muize byt stanoveno plynovou
chromatografii. Plynovéa chromatografie slouzi ke kvantitativni a kvalitativni analyze vzor-
ku a je tedy mozné pomoci plynové chromatografie ur¢it zastoupeni jednotlivych mastnych

kyselin a jejich mnozstvi ve vzorku.

Lipolytickd aktivita vybranych mikroskopickych hub byla testovana ve vzorcich smetany,
ktera slouzila jednak jako médium pro kultivaci mikroorganizmi a tuk obsazeny ve smeta-
n¢ zaroven predstavoval substrat pro lipolytické enzymy. V prvni fazi bylo nutné optimali-
zovat proces extrakce tuku ze vzorku. Nejprve bylo pracovano se vzorky mléka, avSak
kvali nizkému obsahu tuku v mléce a znacné spotiebé rozpoustédel pro ziskani dostatecné-
ho mnozstvi tuku pro naslednou ptipravu methylesterti, byla jako médium zvolena smetana

ke Slehani s 33 % tuku.

V teoretické Casti prace jsou zminovany rizné metody piipravy methylesteri. Vychodis-
kem pro stanoveni lipolytické aktivity byl ptedpoklad, Ze pfi zasadité katalyzované esteri-
fikaci by mélo dojit k esterifikaci vazanych mastnych kyselin, zatimco volné mastné kyse-
liny by timto zpisobem nemély byt pfevedeny na methyestery. Kysele katalyzovana esteri-
fikace by naopak méla umoznit vznik methylestert jak z vazanych mastnych kyselin, tak i
z mastnych kyselin volnych [64]. Pokud by tedy vzorky extrahovaného tuku byly podrobe-
ny obéma metodam piipravy methylester, mohla by nésledna analyza plynovou chroma-

tografii umoznit detekovat lipolyzu, béhem které jsou vazané mastné kyseliny uvoliiovany.

4.2.1 Pouzité mikroorganizmy

Pouzité mikroorganizmy byly ziskiny ze sbirky mikroorganizmi Ustavu inZenyrstvi
ochrany Zivotniho prostedi Fakulty technologické Univerzity Tomase Bati ve Zliné. Pra-
covano bylo se zastupci mikroskopickych vlaknitych hub (plisni) druhtt Aspergillus niger,
Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti, a kvasinkami Candida albicans a Sac-

charomyces cerevisiae.
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4.2.2 Chemikalie a material

Amoniak vodny roztok 25 — 29 % p.a., Penta
Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, Himedia
Destilovana voda

Diethylether, Penta

Ethylalkohol

Heptan, SIGMA — ALDRICH

Hexan, Penta

Hydroxid draselny, mikroChem

Chlorid sodny, Penta

Kyselina sirovéa, Petr Lukes

Methylalkohol, Penta

Petrolether, Petr Luke$

Siran sodny bezvody, Penta

Smetana ke $lehani Olma 33 % tuku

4.2.3 Pomicky

Automaticka mikropipeta PhysioCare concept eppendorf research plus

Digitalni vahy Kern, Némecko
Chromatograf Shimadzu GC - 14A, Japonsko

Mikrostiikacka Hamilton, Rumunsko

Laboratorni sklo a pomucky (dé€lici nalevky, filtracni papir, chladi¢, kadinky, nalevky, od-

mérné banky 5, 10, 100, 200 ml, pipety 2, 5, 10 a 25 ml, plastové zkumavky, teplomér,

varnd banka, varné kaminky)

Lednice Samsung

Magnetické michadlo Lavat Chotutice, Ceska republika

Susarna ULM 400
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Topné hnizdo LTHS 100 a THS 100, Ceska republika
Vakuova odparka Heidolph Hei-Vap Advantage

Vari¢ Eta 2107
4.2.4 Pracovni postup

4.2.4.1 Sledovani riistu a mnoZeni mikroorganizmii ve smetané

Na zékladé prvni faze praktické Casti prace bylo zvoleno pét riznych mikroskopickych
hub: plisni Aspergillus niger, Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti a kvasinek
Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae. Dalsim krokem bylo ovéfeni schopnosti
ristu a mnozeni téchto mikroorganizmu ve vzorcich smetany s obsahem tuku 33 %. Sledo-

van byl také prib¢h rastu téchto kultur v ¢ase.

Pro hodnoceni rustovych schopnosti ve vzorku smetany byla piipravena inokula jednotli-
vych mikroorganizmil ptfenesenim kultur do fyziologického roztoku. Po promichani pomo-
ci vortexu byla suspenze métena denzimetrem a upravovana zvySovanim koncentrace nebo
fedénim do dosazeni hodnoty zakalu 1 McFarlandovy stupnice. Nasledné bylo 100 pl této
suspenzni kultury pipetovano do 5 ml smetany. Takto zaockované vzorky byly kultivovany
po dobu 7 dni pii laboratorni teploté. V prabéhu kultivace bylo po kazdych 24 hodinach
odebirano 100 pl vzorku a ockovano na Petriho misky s Chloramphenicol Yeast Glucose

agarem. Kultivace probihala pfi laboratorni teploté.

U vSech testovanych mikroorganizmi byla kultivaéné prokazéna schopnost rstu a mnoze-
ni v prostiedi smetany. Dostaceny rist vykazovaly kultury po 4 dnech kultivace. Mléko,
respektive smetana je diky vysokému mnozstvi vody a obsahu Zivin dobrym médiem pro
rust mikroorganizmd, zvlasté plisni, které jsou vysoce pfizpisobivé okolnimu prostiedi a
jsou schopny ristu i za neptiznivych podminek. Zvlast¢ dobte se ve vzorcich smetany daii
plisnim rodu Penicillium. Pro dalsi praci s vzorky uréenymi ke stanoveni mastnych kyselin
plynovou chromatografii byla proto zvolena délka inkubace vzorku po zaockovani na 4

dny.

4.2.4.2 Priprava vzorki pro stanoveni lipolytické aktivity

Prvnim krokem pfipravy vzorkl pro stanoveni mastnych kyseliny plynovou chromatografii
byla ptiprava suspenzni kultury o¢kovanim zasobni kultury plisni Aspergillus niger, Peni-

cillium camemberti, Penicillium rogueforti a kvasinek Candida albicans a Saccharomyces
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cerevisiae do piipraveného fyziologického roztoku. Do 50 ml sterilnich plastovych zku-
mavek bylo prevedeno 30 ml smetany. Vzorek byl nasledné zaockovan 600 ul pripravené
suspenzni kultury a kultivovan po dobu 4 dnt pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 4 dnti byl

ze vzorku extrahovan mlécny tuk.

4.2.4.3 Extrakce mlécného tuku

Bylo odvazeno 10 g vzorku a vytemperovano na teplotu 38 °C. Dale byl vzorek pfenesen
do délici nalevky s ptidavkem 2 ml amoniaku, 10 ml ethanolu a 25 ml diethyletheru. Na-
sledné byla smés promichavana po dobu 1 minuty. K promichanému vzorku bylo ptidano
25 ml petroletheru a smés byla opét promichavéana po dobu 1,5 minuty. Nésledné byl vzo-
rek v délici nalevce ponechan pii laboratorni teploté po dobu 30 minut, béhem této doby
doslo k oddéleni fazi vzorku. Po uplynuti této doby byla zakalend ¢ast vypusténa do kadin-
ky, naopak ¢ira ¢ast byla vypusténa do varné baiiky a odpafena na vakuové odparce. Zaka-
lené ¢ast byla pfevedena do délici nalevky s ptidavkem 5 ml ethanolu, 15 ml diethyletheru
a po diikladném promichani 15 ml petroletheru. Smés byla promichana po dobu 1,5 minuty
a ponechéna 30 minut pfi laboratorni teploté pro rozdéleni fazi. Po odpateni obou podilt
zbyl ve varné baiice pouze extrahovany tuk, ktery byl umistén do susarny, kde byl pone-

chan do druhého dne pti teploté 50 — 60 °C. [65]

4.2.4.4 Priprava methylesterii mastnych kyselin

Pro piipravu methylestert mastnych kyselin byl pfipraven 1 M methanolicky roztok KOH
navazenim 0,2805 g KOH do odmérné banky o objemu 5 ml a rozpusténim v methanolu.
Dale byl ptipraven 20% roztok NaCl do odmérné banky o objemu 100 ml navazenim 20 g
NaCl. Methylestery mastnych kyselin byly pfipraveny dvéma metodami — zasadité kataly-

zovanou esterifikaci a kysele katalyzovanou esterifikaci.

Pti ptipravé methylestert zasadité katalyzovanou esterifikaci byl navaZzen 1 g extrahované-
ho tuku do varné banky. Nasledné bylo ptidano 10 ml methanolu a 0,25 ml 1 M methano-
lického roztoku KOH. Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut. Po
ukonceni varu byla baiika ochlazena a jeji obsah pfeveden do délici nalevky. Dale byla
banikka promyta 5 ml hexanu a roztok byl opét pieveden do d¢€lici nalevky spolu s 10 ml
20% NaCl. Obsah délici nalevky byl fadné protiepan, vodné faze byla oddélena do dalsi
délici nalevky a smichana s 2,5 ml hexanu. Obsah byl opét protiepan a oba hexanové podi-
ly byly spojeny a promyty 7,5 ml 20% roztoku NaCl. Hexanova faze byla vysuSena pies
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bezvody siran sodny a pievedena do odmérné baiiky o objemu 5 ml. Zasadité katalyzovana

esterifikace slouzi ke stanoveni mastnych kyselin vazanych ve formé acylglyceroli.

Pro piipravu methylesterti kysele katalyzovanou esterifikaci bylo navazeno 0,5 g extraho-
vaného tuku. Toto mnozstvi vzorku bylo nasledn¢ smichano s 15 ml methanolu a 0,25 ml
koncentrované kyseliny sirové. Smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 45
minut. Methylestery mastnych kyselin byly dale izolovany postupem shodnym se zasadité
katalyzovanou esterifikaci uvedenym vysSe. Kysele katalyzovanou esterifikaci dojde
k vytvofeni methylesterd jak vazanych, tak i volnych mastnych kyselin. [64] Takto piipra-

vené vzorky byly nasledné analyzovany pomoci plynové chromatografie.

4.2.4.5 Plynova chromatografie

Pro analyzu chromatografickou analyzu vzorkl byl pouzit plynovy chromatograf Shimad-
zu GC-14A s plamenové-ionizacnim detektorem (FID, Flame Ionization Detector). Pri
analyze byla pouzita kolona DB-wax, 30m x 0,25 mm x 0,25 um. K vyhodnoceni slouzil

software CSW-32.
Podminky pro analyzu byly nastaveny nasledovné:

o Teplota nasttiku (INJ) 225 °C;
o teplota detektoru (DET) 230 °C;
o teplota kolony (COL), kde byl programovan gradient:
= COL INIT TEMP 110;
= COL INIT TIME 3,0;
= COL PROG RATE 15;
= COL FINAL TEMP 220;
= COL FINAL TIME 10.
o tlak plynti:
» dusik jako nosny plyn, ktery urcuje pratok kolonou 2,5 kg/cmz;
= dusik pro oplachovani 0,5 kg/cmz;
= vzduch 0,3 — 0,5 kg/cm?;
= vodik 0,5 kg/em®.
Do injektoru byly pomoci mikrostiikacky Hamilton davkovéany 2 pl jednotlivych vzorkl
nebo standardii. Po néstiiku vzorkl byla spusténa vlastni analyza. Pro kazdy vzorek byly

provedeny minimalné tii nasttiky.
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Vysledkem kazdé analyzy byl chromatogram, byly zaznamenavany hodnoty ploch a vysek

pikt a jejich reten¢ni Casy. Reten¢ni Casy byly porovnavany s hodnotami retencich Cast

methyesteri mastnych kyselin standardu a mastné kyseliny vzorku byly identifikovany.

Jako standard byl pouzit SUPELCO™ 37 Component FAME Mix. Hodnoty reten&ich Gasti

methyesterti mastnych kyselin standardu jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2: Retencni casy pro methylestery MK ve standardu S UPELCO™ 37 Component

FAME Mix
Cislo | Retenc¢ni Cislo | Reten¢ni
piku cas MK piku cas MK
1 - Maselna 14 10,20 Heptadekanova
2 1,32 Kapronova 15 10,39 Heptadecenova
3 2,24 Kaprylova 16 10,90 Stearova
4 431 Kaprinova 17 11,10 Olejova
5 5,36 Undekanova 18 11,50 Linolova, linoelajdova
6 6,33 Laurova 19 11,80 Gama-linolenova
7 7,20 Tridekanova 20 12,40 Alfa-linolenova
8 8,04 Kristova 21 12,80 Arachova
9 8,34 Mpyristolejova 22 13,06 Fikosanova
10 8,8 Pentadekanova 23 13,71 Eikosadienova
11 9,1 Pentadecenova 24 14,13 Eikosatrienova, heneikosanova
12 9,52 Palmitova 25 14,55 Eikosatrienova cis 11, 14, 17
13 9,72 palmitolejova 26 14,73 Arachidonova

4.2.5 Vysledky a diskuze

Prvnimi analyzovanymi vzorky byly vzorky methyesterti mastnych kyselin ziskanych ba-

zicky a kysele katalyzovanou esterifikaci mlééného tuku z nezaoCkované smetany.
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Byla provedena kvalitativni analyza vzorkl na zakladé srovnani ziskanych reten¢nich Cast
jednotlivych pikd vzorku smetany a retenc¢nich Cast pro jednotlivé mastné kyseliny stan-
dardu. Ve vzorcich nezaockované smetany bylo identifikovano 13 riznych mastnych kyse-
lin. Z chromatogramt byla ziskana také plocha a vyska eluénich k¥ivek a procentualni za-

stoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku.

Kazdy vzorek byl analyzovan minimalné pomoci tii opakovanych nastiikl a z takto ziska-
nych vysledkl byly vypocteny priimérné hodnoty plochy jednotlivych pikd a smérodatné
odchylky.

Vzorky tuku extrahovaného ze smetany byly podrobeny dvojimu postupu piipravy methy-

lestert mastnych kyselin. Bylo tedy sledovéno, zda se vysledky chromatografickych analyz

u téchto dvou typu vzorkil od sebe vzajemné lisi.

4.2.5.1 Vyhodnoceni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku smetany
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Obr. 4: Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku smetany

Graf na obr. 4 zachycuje srovnani procentualniho zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku
smetany upraveném bazicky a kysele katalyzovanou esterifikaci. Kvalitativni zastoupeni

mastnych kyselin je u vzorku pripravené¢ho bazicky a kysele katalyzovanou esterifikaci
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odlisné. Vzorek methylestert pripraveny kysele katalyzovanou esterifikaci obsahuje navic
kyselinu heptadecenovou, kterd neni pritomna ve vzorku methylesterti pfipravenych bazic-
ky katalyzovanou esterifikaci, zastoupeni této kyseliny ve vzorku je vSak velice nizké.
Mastné kyseliny bézné se vyskytujici v mlééném tuku jsou uvedeny v tab. 1 (strana 16).
Pritomnost vétSiny téchto kyselin byla ve vzorku prokazéana. V naSich vzorcich nebyla de-
tekovana kyselina maselnd, jedna se vSak o mastnou kyselinu s kratkym fetézcem, u které
muze byt problematicka ptiprava methyesterti a jeji obsah v mlééném tuku je pomérné
nizky, pohybuje se v rozsahu 3,1-4,4 % [6, s. 429]. Shodné¢ s literarnimi zdroji vsak byl
v mlé¢ném tuku potvrzen vysoky obsah kyseliny palmitové, olejové, a myristové. Je tieba
fici, ze mlécny tuk je slozity systém a jeho slozeni neni pfesn¢ definovano. Pfehled mast-
nych kyselin bézné ptitomnych v mlééném tuku zpracovany na zdklad¢ riiznych studii se
muze lisit.

Pokud jde o srovnani vysledki pro bazickou a kyselou katalyzu esterifikace mastnych ky-
selin, lze konstatovat, Ze procentudlni zastoupeni jednotlivych kyselin stanovenych
Vv téchto vzorcich se mirné 1i8i. Pfi kyselé katalyze bylo zjiSténo vyssi procentudlni zastou-
peni kyseliny palmitové, palmitolejové, stearové, olejové a linolové, tedy kyselin s delSim

uhlikovym fetézcem. NiZ$i zastoupeni mély u kyselé katalyzy kyseliny s krat§im fetézcem.

Podle normy ISO 12966-2:2011 dojde kysele katalyzovanou esterifikaci k vytvofeni me-
thylesteri jak z vazanych, tak 1 volnych mastnych kyselin, zatimco pii bazické katalyze
jsou esterifikovany pouze kyseliny vazané. V mlééném tuku piedstavuji triacylglyceroly
pfiblizné 98 %, zbyly podil pfipad4d na monoacylglyceroly a diacylglyceroly, volné mastné
kyseliny, steroly a fosfolipidy. Ve vzorku nezao¢kované smetany by tedy obsah volnych
mastnych kyselin mél byt velmi nizky a procentualni zastoupeni jednotlivych kyselin u

vzorku ziskanych kyselou i bazickou esterifikaci by tedy mélo byt pfiblizn€ stejné.

Jak jiz ale bylo zminéno vySe, jisté rozdily v zastoupeni kyselin pfece jen pozorovany byly.
7Zda se, ze mnozstvi vytvoifenych methylesterti pii kysele a bazicky katalyzované esterifi-
kaci, mize byt ovlivnéno charakterem a chemickou strukturou mastné kyseliny, zejména
pak délkou fetézce. Mnozstvi mastnych kyselin C4 — Cy, je vyssi u vzorkl piipravenych
bazicky katalyzovanou esterifikaci a tento zplisob pfipravy methylesteri bude pro mastné
kyseliny s kratSim fetézcem pravdépodobné vhodnéjsi nez esterifikace katalyzovana kyse-

le.
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V dalsi fazi experimentalni prace bylo sledovano zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich
smetany zaockované mikroorganizmy, které jsou schopny produkovat lipolytické enzymy.
V téchto vzorcich lze predpokladat, ze diky rGstu a mnozeni mikroorganizmu a produkci
lipolytickych enzymi, bude dochazet k hydrolyze esterovych vazeb v pfitomném tuku za
soucasného uvolnovani volnych mastnych kyselin. Bylo také sledovano, zda se zastoupeni
mastnych kyselin ve vzorcich zaockovanych riiznymi druhy plisni a kvasinek vzajemné
lisi.

V dal$im textu jsou uvedeny nejprve vysledky pro vzorky ptipravené bazickou katalyzou,
dale pak pro vzorky piipravené kyselou katalyzou a poté je na vybraném mikroorganizmu

provedeno srovnani vysledkd odlisné ptipravenych vzorkd.

4.2.5.2 Vyhodnoceni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich piipravenych bazicky

katalyzovanou esterifikaci

Ze vzorka smetany zaoCkované plisnémi a kvasinkami byl po ¢tyfech dnech inkubace ex-
trahovan tuk a z tohoto extraktu byly pfipraveny methylestery pomoci zasadité katalyzova-
né esterifikace. U zaockovanych vzorkd by mélo dojit ke zvySeni mnozstvi volnych mast-
nych kyselin uvolnénych z triacylglycerolti plisobenim mikrobidlnich lipdz. Analyzovany
byly vzorky zaockované plisnémi Aspergillus niger, Penicillium camemberti a Penicillium
roqueforti a také vzorky oc¢kované kvasinkami Saccharomyces cerevisiae a Candida albi-
cans. Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin pfitomnych ve vzorcich za-
ockovanych mikroorganizmy a upravenych bazicky katalyzovanou esterifikaci jsou grafic-

ky znazornény na obr. 5.
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Obr. 5: Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich pripravenych bazicky katalyzovanou este-

rifikact

Z grafu na obrazku 5 je patrné, ze zastoupeni mastnych kyselin se u testovanych vzorki
li§i. Témét shodné hodnoty u vzorkli nezaoCkované smetany a vSech vzorkl zaockovanych
riznymi mikroorganizmy byly zjistény napiiklad u kyseliny myristové, myristoolejové
nebo pentadekanové. Vyraznéjsi rozdily v procentudlnim zastoupeni Ize nalézt u kyseliny
palmitové, olejové a kapronové. Ve vzorcich smetany s plisni Aspergillus niger a Peni-
cillium camemberti je ve velmi malém mnozstvi pfitomna kyselina heptadecenova. Naopak
kyselina heptadekanova neni pfitomna pouze ve vzorku smetany bez ptidavku mikrobidlni
kultury a ve vzorku smetany s ptidavkem Candida albicans. Ostatni mastné kyseliny byly

obsaZeny ve vSech testovanych vzorcich.

U kyselin s kratSim uhlikovym fetézcem je jejich zastoupeni v nezaoCkované smetané
vys$si ve srovnani se zastoupenim téchto kyselin ve vzorcich smetany zaockované mikroor-
ganizmy. Piikladem mohou byt vysledky ziskané pro kyselinu kapronovou, v ¢isté smetané
je jeji obsah (11,47 + 0,90) %, ve smetané zaockované A. niger je to pouze (6,50 = 1,56)
%, pro vzorek sP. camemberti je to (5,37 = 0,49) %, ve vzorku sP. roqueforti
(9,00 + 0,78) %, pro C. albicans (6, 27 + 0,47) % a pro S. cerevisiae (7, 97 + 1,24) %.
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Naopak mastné kyseliny s del§im fetézcem, jako je kyselina palmitova, stearova a olejova,
jsou ve vzorcich s mikroorganizmy vice zastoupeny ve srovnani s vzorkem nezaockované

smetany.

Rozdil v mnozstvi vazanych mastnych kyselin ve vzorcich miize byt ovlivnén specifitou
enzymu jednotlivych mikroorganizmt, které mohou napiiklad §tépit mastné kyseliny vaza-
né na krajni OH skupiny glycerolu snaze nez ty vazané na OH skupinu prostiedni. Aktivita

enzymu miize byt rizna pro kyseliny o riizné délce a chemické struktufe fetézce.

4.2.5.3 Vyhodnoceni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich piipravenych kysele ka-

talyzovanou esterifikaci

Vzorky smetany zaoCkované mikroorganizmy byly po inkubaci dale zpracovany, byl ex-
trahovan tuk a byly pfipraveny methylestery ziskaného mlécného tuku. Na rozdil od vy-
sledkti uvedenych v pfedchozi podkapitole, byla vSak v ptipadé téchto vzorkl provedena
esterifikace katalyzovana kysele. Ziskané vysledky jsou graficky zpracovany obdobn¢ jako
v ptipad¢ vzorkd upravenych bazicky katalyzované esterifikace a jsou uvedeny na obrazku
6. Na rozdil od bazické katalyzy byly u kyselé katalyzy rozdily v zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin mensi. Pfi srovnani zaockovanych vzorkli a vzorku c¢isté smetany lze
vidét, ze rozdily v profilu mastnych kyselin jsou minimalni a plochy pika jednotlivych

kyselin jsou velmi podobné.
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Obr. 6: Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich pripravenych kysele katalyzovanou esteri-
fikacit

Dalo by se fici, Ze u vSech vzorkl je stejné mnozstvi kyseliny myristolejové, pentadekano-
vé, palmitolejové a linolové. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich zaockovanych kva-
sinkami a plisnémi je srovnatelné. Nejvice je ve vzorku obsazena kyselina palmitova, stej-
né jako u vzorkl pfipravenych bazicky katalyzovanou esterifikaci. Na druhou stranu vzor-
ky pripravené kysele katalyzovanou esterifikaci neobsahuji kyselinu heptadecenovou. Ky-
selina heptadekanova se vyskytuje pouze u vzorka smetany bez ptidavku mikroorganizmi,

dale smetany zao¢kované plisnémi Aspergillus niger a Penicillium camemberti.

Pti kysele katalyzované esterifikaci by mély byt vytvofeny methylestery véazanych ale 1
volnych mastnych kyselin. Pti lipolyze by doslo ke snizeni obsahu vazanych mastnych
kyselin za soucasného zvySeni obsahu kyselin volnych. Vzhledem k tomu, Ze metoda
dokéze ptipravit methylestery a tedy i stanovit plynovou chromatografii kyseliny volné 1
vazané, nemél by teoreticky byt rozdil v zastoupeni jednotlivych kyselin u vzorku cisté
smetany a vzorku zaoCkovaného mikroorganizmy. Tento predpoklad byl ziskanymi vy-

sledky potvrzen.

Doposud byly porovnavany mezi sebou pouze vzorky ziskané jednim postupem piipravy

methylestert, tedy bud’ vzorky ziskané za katalyzy kysel¢, nebo bazické. V dalsi fazi vSak
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bylo tieba provést srovnani profilu mastnych kyselin u vzorkt ziskanych rozdilnym postu-

pem piipravy methylestera.

4.2.5.4 Srovndni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku smetany s plisni Penicillium

camemberti

Na obrazku 7 je graficky zndzornéno zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku nezaockova-
né smetany ziskaném bazickou katalyzou, vzorku nezaoCkované smetany ziskaném kyse-
lou katalyzou, dale ve vzorku smetany zaoCkované plisni P. camemberti a pifipraveném

bazickou katalyzou a ve vzorku smetany s P. camemberti pfipraveném kyselou katalyzou.
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Obr. 7: Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku smetany s plisni P. camemberti

Obecné lze fici, Ze rozdily v profilu mastnych kyselin mezi témito ¢tyfmi vzorky jsou ma-
1é, procentudlni zastoupeni jednotlivych kyselin se li§i maximalné v jednotkach procent.
Z grafu také neni patrny zadny vyraznéjsi trend kromé toho, ze pti bazické katalyze docha-
zi po kultivaci s mikroorganizmem k poklesu obsahu kyselin s krat$im fetézcem ve pro-

spéch vyssiho zastoupeni mastnych kyselin s vétsi délkou uhlikového fetézce.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Rozdilem v zastoupeni mastnych kyselin mezi vzorkem smetany bez mikroorganizmi a
zaoCkovanym vzorkem je pfitomnost kyseliny heptadecenové ve vzorku zaockovaném

plisni Penicillium camemberti a pfipraveném bazicky katalyzovanou esterifikaci.

4.2.5.5 Srovndni mastnych kyselin ve vzorku smetany s kvasinkou Saccharomyces ce-

revisiae

Srovnanim methylesterti pfipravenych bazicky i kysele katalyzovanou esterifikaci vzorku
smetany bez pfidavku mikrobidlni kultury se vzorkem smetany s pfidavkem kvasinky Sac-
charomyces cerevisiae (obr. 8) bylo zjisténo, ze kyselina heptadekanova se vyskytuje ve
vzorku smetany pfipraveném kysele katalyzovanou esterifikaci a naopak ve vzorku zaoc-
kovaném kvasinkou Saccharomyces cerevisiae se vyskytuje ve vzorku pfipraveném bazic-
ky katalyzovanou esterifikaci. Kyselina heptadekanova se v téchto vzorcich nenachézi.
Porovnanim vzorku s kvasinkami bylo zjisténo, ze vzorky zaockované kvasinkou Candida

albicans neobsahuji kyselinu heptadekanovou, ani heptadecenovou.

Podobné¢ jako pii srovnani s P. camemberti (obr. 7), ani u vzorka s kvasinkou S. cerevisiae
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Obr. 8: Srovndni mastnych kyselin ve vzorku smetany s kvasinkou S. cerevisiae
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4.2.5.6 Kvantitativni analyza kyseliny palmitové ve vzorcich

V prvni fazi experimentalni ¢asti prace byla provedena kvalitativni analyza pfipravenych
vzorkl s cilem zjistit, zda se vzorky lisi pfitomnosti a predev§im procentudlnim zastoupe-
nim jednotlivych mastnych kyselin. Zmény v procentualnim zastoupeni vypovidaji o zme-
né vzdjemnych pomérii mnozstvi jednotlivych detekovanych kyselin, avSak nelze hovorit
pfimo o zmén¢ mnozstvi vazané ¢i volné formy konkrétni kyseliny. K tomu je potfebné

provést kvantitativni analyzu jednotlivych vzorki.

Lipolyza by méla za nésledek snizeni koncentrace methylesterti vazanych mastnych kyse-
lin, které lze ptipravit za podminek bazické katalyzy. Zaroven by se ale zvysila koncentra-
ce methylesterd volnych mastnych kyselin, které 1ze pripravit kysele katalyzovanou esteri-
fikaci. Kysela katalyza vSak vede k esterifikaci volnych i vazanych mastnych Kkyselin.
Koncentrace volnych mastnych kyselin by byla zjiS§téna z rozdilu mezi koncentraci zjisté-
nou ve vzorku ziskaném kyselou katalyzou (volné + vazané) a koncentraci ve vzorku pfi-

praveném za bazické katalyzy (pouze vazané).

V prvni ¢asti prace bylo zjisténo, Ze vzorky jsou pomérné komplexni a obsahuji 13 raz-
nych mastnych kyselin. Pro jednodussi hodnoceni byla kvantitativni analyza provedena pro
konkrétni mastnou kyselinu. U vSech vzorkli vyrazné ptevazuje kyselina palmitova, proto
byla provedena kvantitativni analyza pravé kyseliny palmitové pomoci metody kalibra¢ni
ptimky. Pro vytvofeni kalibraéni ptimky byly pfipraveny roztoky methylesteru kyseliny
palmitové 0 koncentraci 1000 g/l, 500 g/l, 250 g/, 125 g/l, 62,5 g/l.

Methylester kyseliny palmitové byl pfipraven kysele katalyzovanou esterifikaci a nasledné
fedén hexanem na pozadované koncentrace. Kalibra¢ni pfimka vyjadfovala zavislost plo-
chy piku (mV/s) na koncentraci kyseliny palmitové. Z rovnice kalibra¢ni pfimky byla vy-
poctena koncentrace kyseliny palmitové ve vzorcich Cisté smetany a smetany zaoCkované
jednotlivymi mikroorganizmy pii bazické i1 kyselé katalyze esterifikace. Déle byla vypoc-
tena koncentrace kyseliny palmitové ve volné formé (rozdil koncentraci mezi stejnym

vzorkem pfipravenym bazickou a kyselou katalyzou).

Timto zpiisobem bylo zjisténo, Ze ve vSech vzorcich pfipravenych kyselou katalyzou byla
koncentrace kyseliny palmitové vys$si nez ve stejnych vzorcich ziskanych katalyzou bazic-
kou. Tato skutecnost odpovida predpokladu, ze koncentrace ziskand kyselou katalyzou

predstavuje koncentraci kyseliny palmitové volné 1 vazané.
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U zaockovanych vzorkii by mél byt obsah volné kyseliny palmitové vyssi nez u Cisté sme-
tany, pokud by doslo k lipolyze. Koncentrace volné kyseliny palmitové se ve vzorku
s plisni A. niger zvysila o 5,3 % oproti koncentraci v nezaockované smetané. U plisni rodu
Penicillium bylo pozorovano zvyseni o 2,2 % (Penicillium roqueforti) a 9,3 % (P. camem-

berti). U obou testovanych kvasinek se koncentrace volné kyseliny zvysila piiblizné o 2 %.

Lze tedy konstatovat, ze u vSech vzorkt s pfidavkem mikrobidlni kultury byla koncentrace
volné kyseliny palmitové vyssi v porovnani se vzorkem smetany bez piidavku mikrobialni
kultury. Tyto vysledky naznacuji, ze ve vzorcich smetany mohlo dochazet ke Stépeni pfi-
tomného tuku lipolytickymi enzymy mikroorganizmu. Bylo by vSak tfeba vysledky ovéfit
dalsimi testy a provést kvantitativni analyzu pro vSechny mastné kyseliny pfitomné ve

vzorku.

4.2.6 Zavér a doporuceni

Vzorky smetany zaockované jednotlivymi mikroorganizmy byly vzajemné srovnany a po-
rovnany se vzorkem smetany, do néhoZ nebyly pfidany mikrobidlni kultury. Vysledky byly
hodnoceny kvalitativné a pro jednu z pfitomnych mastnych kyselin 1 kvantitativng.
Z kvalitativniho hlediska bylo zjiSténo, ze zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve
vzorcich je odlisné. Vzorky se 1isi naptiklad obsahem kyseliny heptadekanové a heptade-
cenove, ty jsou vSak ve vzorcich pfitomny ve velice malém mnoZzstvi. Ve vSech vzorcich

byla dominujici a nejvice zastoupenou mastnou kyselinou kyselina palmitova.

Bylo také zjiSténo, Ze rozdily v profilu mastnych kyselin mezi vzorky zaoCkovanymi a
nezaockovanymi, pfipravenymi bazickou ¢i kyselou katalyzou, jsou malé, procentudlni
zastoupeni jednotlivych kyselin se li§i maximalné v jednotkach procent. Zda se ale, ze pii
bazické katalyze dochazi po kultivaci s mikroorganizmem k poklesu obsahu kyselin
s krat§im fetézcem ve prospéch vyssiho zastoupeni mastnych kyselin s vétsi délkou uhli-

kového fetézce.

V dalsi fazi byla provedena i kvantitativni analyza, pro zjednoduseni pouze pro jednu
z ptitomnych mastnych kyselin, kyselinu palmitovou. U vSech vzorki s pfidavkem mikro-
bialni kultury byla koncentrace volné kyseliny palmitové vyssi v porovndni se vzorkem
smetany bez piidavku mikrobidlni kultury. Tyto vysledky naznacuji, ze ve vzorcich smeta-
ny mohlo dochdzet ke Stépeni pfitomného tuku lipolytickymi enzymy mikroorganizmu.
Bylo by vsak tieba vysledky ovéfit dalsimi testy a provést kvantitativni analyzu pro vsech-

ny mastné kyseliny pfitomné ve vzorku.
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Pokud bychom vzali vysledky jako celek a nesledovali pouze dil¢i casti experimentt, lze
konstatovat, ze ziskanych vysledkl nelze vyvodit zcela jednozna¢ny zavér, respektive nel-
ze s jistotou prfipisovat zmény v zastoupeni mastnych kyselin lipolytické aktivité. Nékteré
zmény mohou byt zptsobeny spiSe chemickou povahou vzorkt. Zda se, ze mnozstvi vy-
tvofenych methylestert pfi kysele a bazicky katalyzované esterifikaci, miize byt ovlivnéno
charakterem a chemickou strukturou mastné kyseliny, zejména pak délkou fetézce. Mnoz-
stvi mastnych kyselin C4 — C1» je vySsi u vzorkil pfipravenych bazicky katalyzovanou este-
rifikaci a tento zpusob piipravy methylestertt bude pro mastné kyseliny s krat§im fetézcem

pravdépodobné vhodnéjsi nez esterifikace katalyzovana kysele.

Z téchto duvodi by bylo tfeba cely postup blize prostudovat a upravit. Metodika pouzita
Vv praci by tedy méla byt dale optimalizovana pro jednotlivé kroky, tedy pro extrakci tuku

ze smetany, ptipravu methylesteri a analyzu plynovou chromatografii.

Vytéznost tuku pii extrakci by mohla byt ovlivnéna stafim smetany a jejim skladovanim,
piipadné postupem provedenim extrakce a dalimi faktory. Resenim by mohlo byt zvoleni
jiného postupu extrakce nebo metody pro izolaci mlééného tuku. Problémem pfti analyze
vzorku smetany by mohla byt pfitomnost tuku ve formé tukovych kuli¢ek. Porusenim
ochranné bariéry tukovych kulicek by mohlo dojit k lepSimu kontaktu mikroorganizmu
s tukem a tedy k vySSimu mnoZstvi volnych mastnych kyselin, pfipadné vyssi vytéznosti

extrahovaného tuku.

Pro pfipravu methylesterti mastnych kyselin existuje fada metod. Podle normy ISO 12966-
2:2011 lze pro pfipravu methylesteri mastnych kyselin vyuzit ¢tyfi rizné metody a to:
rychld metoda bazicky katalyzovand, obecna metoda bazicky nebo kysele katalyzovana,
transmethylace pomoci fluoridu boritého a alternativni kysele katalyzované transmethyla-
ce. Lepsich vysledkt by mohlo byt dosazeno pii nahrazeni rychlé metody obecnou, nebo
vyuzitim transmethylace pomoci fluoridu boritého, pfipadné zvolenim kromé zminéné ISO
normy i odli§ného postupu ptipravy methylesterti uvadéného v literatuie. Dal$im krokem je
analyza vzorkl pomoci plynového chromatografu, kterd je v pfipadé bez automatického
davkovani zatizena chybou lidského faktoru. MoZnosti odstranéni chyby je vyuziti chro-
matografu s automatickym davkovacem. Otazkou je také optimalni uchovavani vzorkd,
piipadné teplota, pii niZ jsou vzorky analyzovany. Spatnym skladovanim piipravenych
methylestert muze dojit k vypadavani mastnych kyselin z roztoku, vzorky se stanou ne-
standardnimi a vysledky budou zatiZzeny chybou. Tyto nedostatky by se daly eliminovat,
pokud by byly problémy identifikovany a popsany.
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Velmi zajimavym pokra¢ovanim prace by byl vyvoj kultivacniho média, v némz je znam
charakter tukové faze. Takové médium by mélo narozdil od vzorku smetany definované
slozeni acylglycerolii, které obsahuji znamé mnozstvi uritych mastnych kyselin.
Z vysledkl analyzy takového kultivaéniho média by Slo posuzovat lipolytickou aktivitu a
charakter mikrobialnich lipaz 1épe nez ve vzorcich s nedefinovanym slozenim tukt. Bylo
by mozné sledovat jaké mastné kyseliny a v jakych polohach jsou odstépovany piednostné.
Problémem pftipravy kultivatniho média je zaclenéni tukii do vodné faze, nezbytnym kro-
kem pfi piipravé je emulgace s vhodnym emulgatorem. DileZzité je zvolit vhodny postup
emulgace a emulgator s vlastnostmi pro vytvofeni pozadované emulze. Aby nedoslo
Kk rozpadu emulze a odd¢€leni fazi, je tfeba dodat optimalni mnozstvi energie, intenzity a
doby ptisobeni pfi homogenizaci a také mnozZstvi emulgatoru pro stabilizaci dispergované
faze. K ptipravé emulze je mozné pouzit nepieberné mnozstvi homogenizac¢nich zatizeni.
Pti volbé homogeniza¢niho zatizeni se zohlednuje povaha vychozich surovin, objem, ktery
ma byt homogenizovan, pozadované velikosti ¢astic a dals$i. Pro vytvofeni kultiva¢niho
média lze vyuzit né€ktery z vysokorychlostnich homogenizér, bézn€ vyuZzivanych

Vv laboratofi pro homogenizaci olejovych a vodnych slozek.
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ZAVER
Hodnoceni lipolytické aktivity bylo provedeno ve vzorcich smetany. Fermentované mlécné
vyrobky, zejména syry, jsou skupinou potravin, na jejichz vyrobé se podili mikroorganiz-

my, z divodu tvorby senzorickych vlastnosti ptisobenim lipaz.

Byla provedena kultivace vybranych mikroorganizmt na Spirit Blue agaru s pfidavkem
lipolytického substratu. Lipolytickou aktivitu pfi tomto testu vykazovaly druhy Aspergillus

niger a Penicillium camemberti. Test vSak lez povaZovat pouze za orienta¢ni.

Pro dalsi analyzu plynovou chromatografii byly zvoleny druhy pozitivni pfi kultivacnim
testu a navic i dalsi zastupci plisni a kvasinek bézn¢ vyuzivanych v potravinafstvi a zastup-

ci plisni a kvasinek ptsobicich jako kontaminanty.

Lipolytickd aktivita byla sledovéna ve vzorcich smetany zaoCkované piisluSnymi mikroor-
ganizmy. Metodika za hrnovala zaockovani a inkubaci vzorkd smetany, extrakci tuku ze
vzorkl, pfipravu methylesteri mastnych kyselin z extraktu a nasledné kvalitativni a ¢as-

te¢nou kvantitativni analyzu pfipravenych vzorkd pomoci plynové chromatografie.

Ze ziskanych vysledkl nelze jednoznaéné urcit, jestli dany mikroorganizmus ma, nebo
nema lipolytickou aktivitu. Dle ziskanych vysledkll neni takto navrzend metoda vhodna
pro stanoveni lipolytické aktivity mikroorganizmi. Proto byla v zdvéru prace formulovana

doporuceni pro dalsi vyvoj, ovéteni a optimalizaci této metody.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CFU/ml  Mnozstvi zivotaschopnych bunék v 1 ml vzorku (Colony Forming Units)

CLA Konjugovana kyselina linolova (Conjugated Linoleic Acid)
KOH Hydroxid draselny

LAB Bakterie mlé¢ného kvaseni (Lactic Acid Bacteria)

MK Mastna kyselina

NaCl Chlorid sodny

SBA Spirit Blue agar

Tween 80 Neionicky tenzid
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