Chem. Listy 104, 692—696 (2010)

ENZYMOVA PRIPRAVA DERIVATU
MASTNYCH KYSELIN

S ANTIMIKROBIALN{ AKTIVITOU
A JEJICH VYUZITI

LENKA POLAKOVA, TEREZA KARLOVA, JAN
SMIDRKAL a VLADIMIR FILIP

Ustav technologie mléka a tuki, Fakulta potravindiské
a biochemické technologie, Vysokda Skola chemicko-
technologickd, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Jan.smidrkal@vscht.cz

Doslo 16.7.09, ptijato 25.8.09.

Klicova slova: enzymova syntéza, derivaty mastnych kyse-
lin, acylfruktosy, antimikrobialni aktivita, kosmetické
emulze

Uvod

Potravinarské a kosmetické vyrobky podléhaji mikro-
bialni zkaze. Z hlediska bezpecnosti a kvality je pouziti
konzervaénich latek nevyhnutelné. Spotiebitelé vSak poZa-
duji, aby tyto vyrobky obsahovaly co nejméné syntetic-
kych aditiv. SouCasnym trendem je snaha co nejvice sniZzit
obsah syntetickych aditiv a nahradit je latkami ptirodnimi.
Jednim z moznych feSeni je nahrazeni konzervanti slouce-
ninami na bazi mastnych kyselin a jejich derivatd. Estery
mastnych kyselin s polyoly patii mezi neionické tenzidy
ajsou bézné pouzivany v potravinaiském, kosmetickém
a farmaceutickém primyslu. Maji vysoké emulgacni, sta-
bilizaéni a detergencni u€inky a zaroven projevuji antimik-
robialni aktivitu viiéi $irokému spektru mikroorganismi'?.
Tyto estery se bézné vyskytuji v pfirodnich produktech
a v lidském téle se pisobenim hydrolas rozkladaji na stej-
né latky jako b&zné& konzumované potraviny'. MoZnostem
jejich vyuziti je nyni vénovana velka pozornost.

Antimikrobialni vlastnosti mastnych kyselin a jejich
derivatt jsou jiz dlouho zndmé. Mechanismus inhibi¢nich
ucinkt téchto latek na mikroorganismy neni dosud presné
objasnén. Studie pomoci elektronové mikroskopie ukazuji,
ze dochdzi k rozruSeni bunéénych membran. Povrchove
aktivni latky ve vysSich koncentracich zptisobuji poskoze-
ni cytoplazmatickych membran, které mohou vést
k usmrceni buiiky’. K inhibici ristu mikroorganismi do-
chazi disledkem zmény bunééné permeability’. Antimik-
robialni efekt je zpisoben inkorporaci mastnych kyselin
ajejich esteri do bunéénych membran, coz zplisobuje
neuspofadanost okolnich lipidii a vede ke zvySeni mem-
branové fluidity’. Lipidova dvojvrstva membran mikroor-
ganismu je tedy primarnim cilem G¢inku mastnych kyselin
a jejich derivata™®.
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Estery mastnych kyselin jsou bézné pfipravovany
chemickou syntézou. Mén€é néarocnou alternativou,
z hlediska ekologického i z hlediska pouzitych podminek,
je jejich enzymova ptiprava. Tento zpiisob umoznuje zis-
kat chemicky ¢isté produkty. Enzymova katalyza probiha
za mirnych podminek (teplota, tlak), které minimalizuji
konkurenéni reakce probihajici pfi chemické syntéze este-
r&’. Kromé toho enzymova syntéza umoziiuje pouziti mé-
né toxickych, ptipadné netoxickych rozpousitédel®’. Pouzi-
ti lipas umoziuje piipravu Siroké fady esteri mastnych
kyselin. Enzymovou syntézou je mozné pfipravit chemic-
ky Cdisté latky za jednoduchych podminek pripravy
a izolace.

Vyuziti derivatti mastnych kyselin je potencialné vel-
mi vyhodné, jelikoZ pfi jejich pouZiti jako emulgatoril lze
zaroven uplatnit jejich antimikrobialni vlastnosti. Tyto
latky je proto s Uspéchem mozné vyuzit jako konzervanty
v potravinaiském i kosmetickém pramyslu.
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Experimentalni ¢ast

Ptiprava a izolace estert mastnych kyselin
s fruktosou

Fruktosa (90 mmol) a mastna kyselina — C10, C12,
Cl4 a C16 (45 mmol) byly rozpustény ve 2-methyl-2-
-buthanolu (100 ml). Smés dale obsahovala 12,1 % (w/w
reaktant(; Fru+MK) molekulovych sit (3 A). Jako kataly-
zator byl pouzit imobilizovany enzym, NOVOZYM 435
z Candida antarctica B, (10 % w/w reaktanti; Fru+MK).
Reakce probihala na vodni 14zni pii teploté 60 °C za stalé-
ho michani na magnetickém michadle. Po 90 min byl od-
filtrovan imobilizovany enzym, ¢im byla reakce ukoncena.
Rozpoustédlo bylo odpatfeno na vakuové rotacni odparce.
Produkt byl pfeciStény chromatografii na kolon¢ (60 g
silikagelu; 3,7x35 c¢cm). Byla pouzita elu¢ni smés — ethyla-
cetat:methanol:voda (86:10:4) Celkovy objem elu¢ni smési
byl 1,2 1. Timto zpiisobem byl ziskan Cisty bily krystalicky
prasek — ester dané mastné kyseliny s fruktosou.

Pribéh reakce byl sledovan metodou TLC (Kieselgel
60F,s4, Merck ) za pouziti elu¢ni smési — ethylace-
tat:methanol:voda (86:10:4). Jako detekéni cinidlo byl
pouzit 5% roztok kyseliny sirové v methanolu. Desticka
byla po namoceni vysusena proudem horkého vzduchu.

Z diivodu zvySeni celkového vytézku reakci byly
pouzity nasledujici modifikace postupu piipravy esterQ
cukri.

Opétovné pouziti enzymu

Tuhy podil po filtraci (smes imobilizované¢ho enzy-
mu, molekulovych sit a nerozpusténé fruktosy) je mozné
opetovné pouzit k reakci. K filtracnimu kolaci bylo opét
pridano rozpoustédlo a mastna kyselina. Reakce pokraco-
vala za stejnych podminek (teplota, cas) a produkt byl
zpracovan obdobnym zptisobem.
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Postupny pfidavek mastnych kyselin

Zvysit vytézek reakce je mozné i postupnym ptidanim
mastné kyseliny. Mastna kyselina byla pfidavana do reak¢-
ni smési postupné, a to v ¢ase 0, 15, 30, 45 a 60 min. Cel-
kovy cas reakce byl opét 90 min. Reakce probihala za
stejnych podminek (teplota, ¢as) a produkt byl zpracovan
obdobnym zptisobem.

Stanoveni antimikrobidlni aktivity acylfruktos

Ke stanoveni antimikrobialni aktivity byly pouzity
enzymové piipravené acylfruktosy C10, C12, C14 a C16
o koncentracich 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 a 5,0 mmol "', Jako
rozpoustédlo inhibi¢nich latek byl pouZzit ethanol, ktery
mél vyslednou koncentraci v médiu 2 %, coz neovlivnilo
rst mikroorganismi.

Antimikrobialni vlastnosti pouzitych latek byly zkou-
mény na ¢tyfech kmenech mikroorganismi: Bacillus ce-
reus DMF 2001, Escherichia coli DMF 7503, Saccharo-
myces cerevisiae DMF 2880 a Fusarium culmorum DMF
0103; u bakterii a kvasinky byla absorbance inokula
upravena na 0,1; u plisn€ byla koncentrace spor
v inokulu 1-10° ml ™.

Ke stanoveni antimikrobialni aktivity testovanych
latek byla pouzita spektrofotometricka metoda. Inokulum,
resp. suspenze spor, bylo zaockovano do sady zkumavek
obsahujicich médium (Nutrient broth — bakterie, Malt ex-
tract broth — kvasinka a plisenl) s danou koncentraci testo-
vanych latek. Z téchto zkumavek byly naplnény sterilni
mikrotitracni desticky (96 jamek), ve kterych probihala
kultivace i méfeni absorbance. Po urcitych ¢asovych inter-
valech byla proméfovdna absorbance mna pfistroji
PowerWave XS (650 nm — bakterie, 630 nm — kvasinka
apliset). Ke zvySeni pfesnosti méfeni byla absorbance
v kazdé jamce méfena 25x a vysledna absorbance byla
vyjadiena jako primér. Vysledky byly poté statisticky
zpracovany. Pro vylouceni odlehlych hodnot byl pouzit
Dixontiv test s hladinou vyznamnosti 0,05 (cit.'%). Data
byla vyhodnocena pocitacovym programem Microsoft
Excel. Vystupem byly kiivky zavislosti absorbance na
Case (72 h — bakterie, 240 h — kvasinka a plisen).

Tabulka I
Receptura emulze o/v
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Piiprava modelové kosmetické emulze (o/v)

Antimikrobialni aktivita kaprinoylfruktosy byla ové-
fena v realném prostiedi — modelové kosmetické emulzi.
Byly pfipraveny dvé sady emulzi: I — s ptidavkem kapri-
noylfruktosy misto konzervacni latky, II — bez piidavku
konzervacni latky (viz tabulka I).

Do dvou kadinek byla navaZena pfisluSnd mnozstvi
slozek vodné a olejové faze. Obé kadinky byly zahfaty na
teplotu 80 °C. Kadinka s vodnou fazi byla umisténa pod
michadlo. Do jiz michané vodné faze (otacky michadla st.
8, motor typu LM III; Dioptra u. p. Turnov) byla ptidana
faze olejova. Po dosazeni teploty 65 °C byla smés homo-
genizovana za pouziti homogeniza¢niho michadla (otacky
17 000 min™"; typ T 25 basic, IKA LABORTECHNIK) po
dobu 1 min. Nasledn¢ byla smés michana na st. 1 (ot.
180 min™") do zchlazeni na teplotu 28 °C. Poté bylo do
poloviny emulze pfidano inokulum bakterie Bacillus ce-
reus DMF 2001 a emulze byla naplnéna do sterilnich plas-
tovych zkumavek a kultivovana pii 30 °C.

Stanoveni rastu mikroorganismi v modelové emulzi

Ke stanoveni ristu B. cereus v modelové emulzi byla
pouzita plotnova metoda s detekei nartstu kolonii na pev-
né pude. Pro stanoveni poctu mikroorganismi byla pouzita
technika pocitani kolonii. Po 3, 5, 7, 14 a 30 dnech kultiva-
ce byl odebran 1 ml emulze, nafedén desitkovym fedénim
a prelit agarem. Vystupem byla zavislost log JTK na Case.

Stanoveni poctu mikroorganismii

Pocty B. cereus byly stanoveny na pud¢é Nutrient agar
pH 7,2 pii teploté 30 °C, aerobng, 24 h.

Pocet mikroorganismti N pritomnych ve zkoumaném
vzorku byl spoéten jako vazeny primér dvou po sob& na-
sledujicich fedéni v 1 ml vzorku. U stanoveni poctu mikro-
organismu byly zafazeny do vypoctu vSechny plotny
s koloniemi od poétu 10 az do 300 JTK ml™".

P

T+ 01n,)-d

kde ZC je soucet kolonii na v§ech plotnach pouzitych pro
vypocet; n; pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho
zvoleného fedéni; n, pocet ploten pouzitych pro vypocet

Slozeni [%]

olejova faze vodna faze
I II I
Cetiol LC 12 12 glycerin 3 3
Cetylalkohol 2 2 kaprinoylfruktosa 0,5 -
Brij 72 sterilni destilovand voda 77,5 78

Brij 721
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z druhého zvoleného fedéni; d fedéni odpovidajici pro
prvni zvolené fedéni.

Vysledky a diskuse

Byly pfipraveny estery mastnych kyselin (C10, C12,
C14 a C16) s fruktosou. V tab. I jsou uvedeny vytézky
jednotlivych reakei. Pomoci TLC analyzy byly pfipravené
estery porovnany se standardem. Podle TLC analyzy se
jednd o monoestery. JelikoZ ob€ hydroxylové skupiny
(vpoloze 1 i 6) jsou primarni, a tedy stejné reaktivni
a pouzity enzym specificky esterifikuje priméarni hydroxy-
lovou skupinu, jedna se o smés 1-monoacylfruktosy a 6-
monoacylfruktosy. Oba estery maji podobné vlastnosti,
a proto 1ze na testovani antimikrobialnich vlastnosti pouzit
jejich smes.

Vznik diesterti je podminén ¢asem (¢im delsi cas, tim
vy$si produkce diestertl) a molarnim pomérem reaktantil
(¢im vyssi pomér kyseliny k frukose, tim vyssi tvorba
diestertl). Aby se v ptipad¢ esterifikace fruktosy kyselinou
zabranilo vzniku diesterti, byl molarni pomér reaktantt 2:1
(fruktosa:MK) a cCas reakce byl 1,5 hodiny. Jelikoz voda
vznikajici po dobu reakce by vedla k hydrolyze produktu
azdivodu posunu reakéni rovnovahy, byla do reakéni
smési k jejimu odstranéni pfidana molekulova sita (3 A).
Moznost zvyseni celkového vytézku reakce byla ovéfena
modifikaci postupu, a to opétovnym pouzitim imobilizova-
ného enzymu (tuhého podilu po filtraci) a pomoci postup-
ného pfidavku mastné kyseliny. Tato metoda se pfili§ neo-
svédcila a celkové mnozstvi produktu se nezvysilo podle
oc¢ekavani.

Z vysledkt je zfejmé, Ze enzymovou syntézou je
mozné piipravit estery fruktosy jako Cisté latky za jedno-
duchych podminek ptipravy a izolace.

Byly zméfeny rhstové kiivky testovanych kmeni
kultivovanych v tekutém médiu v mikrotitracnich destic-
kach s pfidavkem inhibi¢nich latek po dobu 3 dni (72 h),
resp. 10 dnd (240 h). Vysledky méfeni byly graficky vyja-
dfeny jako ristové kiivky B. cereus a E. coli, resp. S. cere-
visiae a F. culmorum.

Z obr. 1 je patrné, Ze v piitomnosti kaprinoylfruktosy
dochazi k prodlouzeni lag faze ristu B. cereus a ke snizeni
nartstu kultury. Pfi pouziti vysSich koncentraci byl riist
kultury prakticky potlacen. Pfi pouziti nejvyssi koncentra-
ce nebyl zaznamenan zadny nardst kultury. Obdobné kiiv-

Tabulka IT
Ptehled vzniklych produktl jednotlivych reakei
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0,700
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Obr. 1. Ristové kiivky B. cereus v pritomnosti riznych kon-
centraci kaprinoylfruktosy; O 0,3, B 0,6, X 1,3, 2,5 a O
5,0 mmol "', @K — kontrola bez inhibiéni latky a rozpoustédla

100,0
L%

80,0 -

60,0 -

40,0 -

20,0 -
| ez
0,3125

0,0

0,6250 1,2500 2,5000 5,0000

[ mmol.T!

Obr. 2. Inhibice rustu B. cereus v pFitomnosti riznych kon-
centraci kaprinoylfruktosy; I — procentualni inhibice nartstu
kultury

ky byly ziskany i pro ostatni kmeny pouzitych mikroorga-
nismu.

Pro srovnani inhibi¢nich ucinkii testovanych latek
byly vypocteny plochy pod jednotlivymi inhibi¢nimi kiiv-
kami pro jednotlivé koncentrace inhibi¢nich latek a po
srovnani s kontrolou byly vypocteny procentuélni inhibice
rustu kultury. Z obr. 2 je zfejmé, Ze nejvyssi koncentrace
kaprinoylfruktosy zpusobila 100% inhibici, tedy nebyl
zaznamendn zadny rist B. cereus.

Pouzita kyselina (MK) Vytézek reakce Celkovy vytézek reakce Celkovy vytézek reakce
[%] (opétovné pouz. enzymu) [%] (MK pfidana postupné) [%]

Kyselina kaprinova 9,5 11,9 9,6

Kyselina laurova 8,5 - -

Kyselina myristova 10,3 12,8 10,5

Kyselina palmitova 8,1 - -
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Bacillus cereus DMF 2001

Sloucenina

FruC10

Slouc¢enina

Escherichia coli DMF 7503

¢ [mmol/I]
Slou¢enina 6 1,3 2,5 5,0
FruC10
FruCI2
FruCl4
FruCl6

Fi usaﬁum culmorum DMF 0103

Slouc¢enina

FruC10

FruC12

FruCl14

FruCl6

Vy$3i nartst, %
- 10

0
[T

Inhibice, %
10-25]25-50150-90f >90

0-10

Obr. 3. Inhibi¢ni pisobeni jednotlivych koncentraci testova-
nych latek na pouZzité mikroorganismy; Fru — acylfruktosa
dané mastné kyseliny

Pro vzajemné porovnani ptsobeni jednotlivych kon-
centraci testovanych latek byly vysledky zpracovany do
formy ptehlednych map (viz obr. 3). Je patrné, Ze zvyseni
koncentrace vede k vy$§imu inhibi¢cnimu efektu. Nékteré
pouzité latky mohou pfi nizkych koncentracich podporovat
rist mikroorganismil. Nejvys§§i antimikrobidlni uc¢inek
vykazovala kaprinoylfruktosa. Palmitoylfruktosa rist né-
kterych mikroorganismtl podporovala.

Byla pfipravena modelova kosmeticka emulze typu
olej ve vodg, ve které byl sledovan rist B. cereus a ovéie-
na inhibi¢ni aktivita kaprinoylfruktosy. Byly zméfeny
rustové krivky testovaného kmene kultivovaného v emulzi
s pfidavkem inhibi¢ni latky po dobu 30 dni. Vysledky
meéfeni byly graficky vyjadieny jako rastové kiivky
B. cereus. Byly vypocteny plochy pod kiivkami a po srov-
nani s kontrolou byla vypoctena procentudlni inhibice
rustu kultury. V emulzi byl inhibi¢ni G¢inek kaprinoylfruk-
tosy 37 %. Na obr.4 jsou znidzornény pocty bakterie
B. cereus, kultivované v kosmetické emulzi s pfidavkem
kaprinoylfruktosy, v jednotlivych dnech.
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logITK

SRS

Obr. 4. Riist B. cereus v pritomnosti 0,5 % kaprinoylfruktosy
v modelové emulzi; B K — kontrola bez inhibi¢ni latky a roz-
poustédla, O Fru C10 - kaprinoylfruktosa

Zavér

Cilem této prace byla enzymova pfiprava acylfruktos,
testovani jejich antimikrobidlnich vlastnosti na vybranych
kmenech mikroorganismi a ovéfeni jejich aktivity
v pripravené kosmetické emulzi. Bylo zjisténo, Ze enzy-
movou syntézou lze pfipravit estery  fruktosy
s antimikrobidlnimi vlastnostmi, které je mozno pouzit
1 v redlném prostiedi.

Seznam symboll

JTK  jednotky tvofici kolonie
MK  mastna kyselina

C10  kyselina kaprinova

C12  kyselina laurova

Cl4  kyselina myristova

C16  kyselina palmitova

o/v.  olej ve vodé
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Use

A possibility of decreasing the amount of synthetic
preservatives in cosmetic products and foodstuffs is their
replacement with fatty acids and their derivatives, which
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have shown a broad spectrum of antimicrobial activity.
The fatty acid derivatives are biodegradable, odourless and
tasteless. These surface-active compounds kill microor-
ganisms by disrupting cell membranes. The aim of the
project was to prepare fatty acid esters of fructose using
enzymatic catalysis and to investigate their antimicrobial
properties and activity in cosmetic products. Bacillus cer-
eus, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae and Fusa-
rium culmorum strains as well as fructose caprate, laurate,
myristate and palmitate esters were used in testing. The
obtained results indicate that the tested compounds
strongly reduce the number of viable microorganisms or
show a microbiocidal effect. The inhibitory activity de-
creased rapidly as their carbon chain length increased;
fructose caprate proved to be the most active. The antibac-
terial effect of fructose caprate was investigated in a cos-
metic oil in water emulsion. The obtained results also indi-
cate that enzymatic synthesis is a potential alternative
method for preparing fatty acid esters of sugars.



