
  

Inhibi�ní vliv monoacylglycerol� na bakterie rodu 
Lactococcus 

 

Bc. Pavel Pleva 

 

  
Diplomová práce 
2010  

   







 

Pavel Pleva  TEVTDK 

 

 

P R O H L Á Š E N Í 

Prohlašuji, že 

• beru na v�domí, že odevzdáním diplomové/bakalá�ské práce souhlasím se zve�ejn�ním 
své práce podle zákona �. 111/1998 Sb. o vysokých školách a o zm�n� a dopln�ní 
dalších zákon� (zákon o vysokých školách), ve zn�ní pozd�jších právních p�edpis�, 
bez ohledu na výsledek obhajoby 1); 

• beru na v�domí, že diplomová/bakalá�ská práce bude uložena v elektronické podob� v 
univerzitním informa�ním systému dostupná k nahlédnutí, že jeden výtisk 
diplomové/bakalá�ské práce bude uložen na p�íslušném ústavu Fakulty technologické 
UTB ve Zlín� a jeden výtisk bude uložen u vedoucího práce; 

• byl/a jsem seznámen/a s tím, že na moji diplomovou/bakalá�skou práci se pln� 
vztahuje zákon �. 121/2000 Sb. o právu autorském, o právech souvisejících s právem 
autorským a o zm�n� n�kterých zákon� (autorský zákon) ve zn�ní pozd�jších právních 
p�edpis�, zejm. § 35 odst. 3 2); 

• beru na v�domí, že podle § 60 3)
 odst. 1 autorského zákona má UTB ve Zlín� právo na 

uzav�ení licen�ní smlouvy o užití školního díla v rozsahu § 12 odst. 4 autorského 
zákona; 

• beru na v�domí, že podle § 60 3)
 odst. 2 a 3 mohu užít své dílo – 

diplomovou/bakalá�skou práci nebo poskytnout licenci k jejímu využití jen s 
p�edchozím písemným souhlasem Univerzity Tomáše Bati ve Zlín�, která je 
oprávn�na v takovém p�ípad� ode mne požadovat p�im��ený p�ísp�vek na úhradu 
náklad�, které byly Univerzitou Tomáše Bati ve Zlín� na vytvo�ení díla vynaloženy 
(až do jejich skute�né výše); 

• beru na v�domí, že pokud bylo k vypracování diplomové/bakalá�ské práce využito 
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomáše Bati ve Zlín� nebo jinými subjekty pouze 
ke studijním a výzkumným ú�el�m (tedy pouze k nekomer�nímu využití), nelze 
výsledky diplomové/bakalá�ské práce využít ke komer�ním ú�el�m; 

• beru na v�domí, že pokud je výstupem diplomové/bakalá�ské práce jakýkoliv 
softwarový produkt, považují se za sou�ást práce rovn�ž i zdrojové kódy, pop�. 
soubory, ze kterých se projekt skládá. Neodevzdání této sou�ásti m�že být d�vodem k 
neobhájení práce. 

 

 

Ve Zlín� ................... 

....................................... ....................................... 



 
��� ������ 	
� �������
� ��
� �� ��������� �������� �� �� �� ���� �� ��������� �������� ������� ������� �� ��������� �������� � �!� ������ �����"�����
�#��������$!��%�� �&�'(�)�!$!"*����������#!	������#���+�
��� ,������ ������ �!�����!	��� ��!$!"*-"!� �%�!#.�	�� � �%���� ��/ � ������$��/� �� #%0�#1���� �#��! � -� �.!#���� �#������� ����"��� � �	!.���
���-���� ����!�.�� �� ����!��-� ����"���� �#��.$!��%�.��� � ��.����!� ����%2%��	����� �#��� � �.!#�-� ��#��-"!
� )������ ��!$!"����� �.������
��%.$����$!��%�������/������
�
�3� 4%�!#.�	�� ��%���� ��/ �������$��/���#%0�#1�����#��!���!�����/�-����!	!� �������"����� -�����.�./5��!"� /�����.��#�������������
�$!��������� �����"������!$!"����� �� �����5!��� �!$!"���.%� �� � ��.��-#	!�/� � ��%.$��� ��$!��%�!� � �����/��������!��� �!��6�%�.���-#	!�� �
��� ��.���#����%�.�������/������ ���!��!�� ������.�����"�����#��!
�7�5����%�� �5!��!���!$!"���/��#��!���$%����.������/������������%�� �
��%����!���#��� ��5!�%��
�
�8� 9��.� �5!���!������� ��#��!��-.�#���-�������!���!$!"����� ���/��#��!�����!�.���.�������� ��!�����!�-��������!�!������"���
�
3��������	
��3��3:::���
����#��-��-.�#��/�  ����#��!�����-�%�!"���������#��!� ��-.�#���� ������� �������.!#�������������-.�#�����������
�!������������"������#��������$!��%�� �&�8;����.
�8+�
�8� 4���#�����-.�#��/���.��/��!�����-"!��������!���������/�	%��������������$��!�� �-5%"!6�%��%���%����<	!�!� ��$�� /����!����!�$�� /���
�������$��/����!���������������#������-�����-�!��!���������.�����.$!����������.��$!�/�5��!� ��!����.-�!�.!� ��!������������������
�!����.-�%"��������%����.���������"��������"!����#���������.��-��!�����!��!���������/� -�	%����������������$��!����������������
�
8��������	
��3��3:::���
����#��-��-.�#��/�  ����#��!�����-�%�!"���������#��!� ��-.�#���� ������� �������.!#�������������-.�#�����������
�!������������"������#��������$!��%�� �&�=:�>����������+�
��� >������!���������/�	%��������������$��!���� �"������������������� ��!���#�������-���$!����%�!�	����� ��-�����-5%.�����������������&�8;�
���.
�8�
�? ���#�6�%��-.�#�.����/��������-���%.�����!����!����5�/��������- �� ���-��!�.�.����������� ���.����#��!��������"�������#�"!�-�
"!������!�-���-�-
�@�.����!���&�8;����.
�8����.�����!��.	!��
�
�3� A!��6�%��"!������"%��� �� �5!��-.�#�����������������/������-5�.�	%������.��-.�"%�/� -��%�!��% ��!��6�%�.����#����#-�����#������� %���"� ��
�������!���������/���	%����������������$��!��
�
�8� >����� �!��� ������/� 	%� ����������� ��$��!��� "��-� ��#������� ��5�����. � ���� "%� � �-.�#� ��������� ����� �� ������-� "�� � ����5!�/���
����-�%����.%� �� -5%.�� � ����� 	%� �����.�-.�� � �%�!��!� ����!� ���.���!� 3� �$%� �$!��� �$%����� ��� <�#��-� ������� � �.!#/� ��� ��.��$!��� �����
������5%�� � �� .�� ����!� �������.�� �5� ��� "!"%��� ��-.!	�/� ���!B� �$%.�� � �!� �$%��/��!� �� ���%� ������-� ����5!�/��� �����-� �!��� �������� � 	%�
����������� ���$��!��� ���-5%.��������������������!����.���!��
�



ABSTRAKT 

Diplomová práce se zabývá možnostmi využití monoacylglycerol� jako antimikrobiálních 

látek proti bakteriím rodu Lactococcus. Teoretická �ást je zam��ena na charakteristiku, 

klasifikaci a fyzikáln� chemické vlastnosti monoacylglycerol�, jejich výrobu a požití. Jsou 

charakterizovány biogenní aminy, jejich vznik, možnosti stanovení, jejich výskyt a ú�inky 

na organizmus. Praktická �ást se pak zabývá vyhodnocením inhibi�ních ú�ink� 

monoacylglycerol� a dekarboxylázovou aktivitou mikroorganism� rodu Lactococcus. 

Klí�ová slova:    

1-monoacylglycerol, biogenní amin, dekarboxylázová aktivita, rod Lactococcus 

 

ABSTRACT 

The inhibitory effect of monoacylglycerols on bacteria of the genus Lactococcus. 

Presented master thesis deals with possible use of monoacylglycerols as antimicrobial 

substances against Lactococcus bacteria. Theoretical part is focused on characterisation, 

classification and physico-chemical properties of monoacylglycerols. Their production and 

use are mentioned. Biogenic amines are characterised; their origin, occurrence, 

possibilities of determination and their effect on organism are presented as well. Practical 

part deals with both the evaluation of inhibition effect of monoacylglycerols and the 

decarboxylase activity of the Lactococcus bacteria. 

Keywords: 

1-monoacylglycerols, Biogenic amines, decarboxylase activity, Lactococcus bacteria 
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ÚVOD 

Bakterie mlé�ného kvašení jsou nenahraditelné v potraviná�ském pr�myslu. Jsou 

využívány pro schopnost p�em�ny laktózy na kyselinu mlé�nou, což napomáhá konzervaci 

potravin, a také zlepšují vlastnosti fermentovaných potravin. N�které kmeny mlé�ných 

bakterií mají i dieteticky lé�ebné ú�inky.  

Monoacylglyceroly jsou látky využívané p�evážn� v potraviná�ském a 

kosmetickém pr�myslu jako emulgátory a stabilizátory. Monoacylglyceroly dokáží 

inhibovat n�které mikroorganismy, zde se tedy nabízí možnost inhibovat nežádoucí 

mikroorganismy v potravinách a kosmetice. Možnosti využití monoacylglycerol� jsou 

široké, díky jejich emulga�ním, antimikrobiálním a stabiliza�ním vlastnostem. V poslední 

dob� se monoacylglyceroly využívají i ve farmaceutickém, nebo také v obuvnickém a 

kožed�lném pr�myslu. 

Biogenní aminy se vyskytují prakticky ve všech živých organismech. Vznikají 

dekarboxylací aminokyselin, jako je nap�. tyrozin, kterému odpovídá biogenní amin 

tyramin. Biogenní aminy mohou na lidský organismus p�sobit toxicky. Jejich význam 

roste se zvýšenou konzumací t�chto potravin. Biogenní aminy se nej�ast�ji vyskytují ve 

fermentovaných potravinách, jako jsou: sýry, maso, víno, pivo a ryby. Spousta t�chto 

potraviná�ských produkt� je náchylná ke kažení mlé�nými bakteriemi pozitivními na 

dekarboxylázovou aktivitu.  

Podstatnou roli v zabrán�ní dekarboxylázové aktivity a zabrán�ní nežádoucího 

r�stu bakterií rodu Lactococcus mohou hrát antimikrobiální látky, mezi které 

monoacylglyceroly pat�í. Monoacylglyceroly mohou zabránit r�stu bakterií, ale i jejich 

p�ežívání v prost�edí, a tedy i zabránit vzniku biogenních amin�. 
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I.  TEORETICKÁ �ÁST 
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1 MONOACYLGLYCEROLY 

První monoacylglycerol (MAG) byl syntetizován v roce 1853 Frenchmanem 

Berthelotem. Hlavním pr�lomem se stala aplikace MAG p�i výrob� margarín� [1]. P�i 

objevu vlastností a množství monoacylglycerol� v tukových �ásticích byly 

monoacylglyceroly patentovány roku 1936 pro výrobu mlé�ných mražených krém�. 

V t�chto letech nastal po�átek využívání monoacylglycerol� v pekárenském pr�myslu [1]. 

Dnes se produkce MAG odhaduje v �ádech 300 000 t ro�n�. Monoacylglyceroly, 

diacylglyceroly, a jejich deriváty zodpovídají za 70% sv�tové produkce emulgátor� a jsou 

považovány za nejd�ležit�jší skupinu emulgátor�. MAG se využívají p�edevším p�i výrob� 

chleba, pekárenských výrobk�, margarín�, zmrzlin, žvýkacích gum. Funkcí MAG 

v potravinách, v kosmetice a dalších materiálech je p�edevším tvorba škrobových 

komplex�, provzduš�ování, emulzifikace, deemulzifikace, mikrobicidní a lubrika�ní 

ú�inky. MAG se využívají také p�i úprav� ryb, dr�beže, �erstvého ovoce a zeleniny [1]. 

1.1 Charakteristika monoacylglycerol� 

Monoacylglyceroly jsou obecn� tvo�eny mastnými kyselinami (MK), které jsou 

esterovou vazbou navázány ve form� acylu na glycerol. Takto vzniklá molekula MAG má 

polární a nepolární �ást a tyto �ásti vykazují povrchov� aktivní vlastnosti. MAG jsou 

schopny tvo�it trojrozm�rné struktury. Monoacyglyceroly jsou látky netoxické, biologicky 

snadno odbouratelné. Ve vod� jsou �áste�n� rozpustné jen MK. Hustota 

monoacylglycerol� klesá s rostoucí délkou �et�zce MK a s klesajícím stupn�m nasycenosti, 

kyslíkaté funk�ní skupiny hustotu zvyšují [2]. 

Monoacylglyceroly jsou parciální estery glycerolu s vyššími mastnými kyselinami. 

Vznikají substitucí jednoho vodíku hydroxylové skupiny zbytkem (acylem) mastné 

kyseliny [3]. Pokud jsou v poloze 1 a 3 vázány r�zné mastné kyseliny (8 – 18 uhlík�), 

stává se uhlík v poloze 2 opticky aktivním [4]. 

1.2 Druhy a klasifikace monoacylglycerol� 

Podle polohy acylu v glycerolu vznikají dva izomerní MAG, 1-monoacylglycerol a v 

poloze 2-(
), 2-monoacylglycerol, lišící se polohou navázání zbytku mastné kyseliny 

(Obr. 1) [3, 5]. 
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Obr. 1 Isomerní formy monoacylglycerol�. 

1.3 Fyzikáln� chemické vlastnosti monoacylglycerol� 

Monoacylglyceroly jsou tuhé látky ve form� vlo�ek, prášku, anebo malých krystal�. 

Jsou nerozpustné ve vod�, ale mohou tvo�it stabilní hydratovanou disperzi. Mají vyšší 

disperzibilitu, protože vytvá�í krystalický mesomerní efekt, zatímco nedestilované MAG a 

DAG ve v�tšin� p�ípad� vytvá�í emulzi (zp�sobeno hydrofiln� lipofilní rovnováhou). 

MAG jsou polymorfní, mohou existovat v r�zných krystalických formách v závislosti na 

teplot�. Z taveniny vykrystalizují v metastabilní � formy a p�em�ní se prost�ednictvím 


´prvotní formy do nejstabiln�jší 
-krystalické formy [6].  

Monoacylglyceroly jsou rozpustné v polárních rozpoušt�dlech, h��e rozpustné 

v acetonu a nerozpustné v petroletheru. Triacylglyceroly (TAG) jsou naopak v alkoholu 

nepatrn� rozpustné a v petroletheru se rozpoušt�jí dob�e [2, 3]. 

Emulga�ní schopnost MAG závisí na druhu MK, jejíž zbytek je p�ítomen v esteru a 

na druhu kapaliny na dotykové ploše, jejíž povrchové nap�tí se má snížit [7]. 

Povrchové vlastnosti MAG jsou ovlivn�ny polární a nepolární �ástí molekul a 

vyvážeností hydrofobní a hydrofilní vrstvy. Tato vrstva je charakterizována jako 

hydrofiln� lipofilní rovnováha (HLB). Hodnota HLB se u MAG pohybuje v intervalu 4 – 

7, díky t�mto hodnotám MAG vytvá�ejí emulze typu voda v oleji (v/o) [2]. V disperzích se 

molekuly orientují na rozhraní polární (vodné) a nepolární (olejové) fáze tak, že 

hydrofobní konce molekul tvo�ené �et�zci MK sm��ují do hydrofobní fáze a hydrofilní �ást 

molekuly sm��uje do vodné fáze. Takto vytvo�ený film stabilizuje disperzi a usnad�uje 

dispergaci [3, 8]. 

Protože jsou MAG pom�rn� málo polární, zvyšuje se jejich emulga�ní ú�innost 

p�ídavkem fosfolipid� nebo bílkovin. Mén� polární emulgátory se hodí pro p�ípravu 

emulzí voda v oleji (v/o) a polárn�jší pro emulze olej ve vod� (o/v). Pro n�které ú�ely je 
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emulga�ní schopnost zlepšována esterifikací MAG r�znými kyselinami, nap�. kyselinou 

mlé�nou, kyselinou vinnou, kyselinou citrónovou [3]. 

Biochemické a fyzikáln� chemické reakce jsou závislé na poloze navázání acylového 

zbytku na hydroxylované skupin� [8]. Teplota tání se zvyšuje s po�tem uhlíkových atom� 

v �et�zci a proporcionáln� snižuje s nár�stem nenasycenosti. Monoalcyglyceroly mají bod 

tání vyšší než jejich p�íslušná MK. Teplota tuhnutí stejného MAG leží mírn� nad teplotou 

tání, rozdíl teplot je obvykle 5 – 15°C [9]. Se zvyšujícím se po�tem násobných vazeb ve 

zbytku MK se také zvyšuje pravd�podobnost oxida�ních zm�n MAG [2]. 

MAG tvo�í prostorové útvary, pod teplotou tání vytvá�í kapalné krystaly 

hexagonálního, kubického nebo lamelárního tvaru. Tento mesomorfní efekt vzniká mezi 

krystalickým a kapalným stavem za p�edpokladu vysoké �istoty a dob�e definované 

molekulární struktury. Tvorba kapalných krystal� závisí na teplot� a na vzájemném 

pom�ru vody a monoacylglycerol� [1]. N�které možné struktury jsou znázorn�ny (Obr.2). 
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Obr. 2 Zobrazení n�kterých možných p�irozených struktur a jejich odpovídající 

faktory zhušt�ní. P�evzato od [10]. 

(b) dispergovaná reverzní hexagonální fáze, (c) dispergovaná reverzní spojitá kubická fáze, 

(d) dispergované lamelární kapalné krystalické fáze (tato fáze je získána ze sm�si 

Dimodan U a C21H39NaO4), (e) micelární disperze (Tato disperze je získána z polysorbate 

80 solution) [11, 12, 13]. 

1.4 Produkce monoacylglycerol� 

Monoacylglyceroly jsou v sou�asné dob� vyráb�ny: interesterifikací (alkoholýzou, 

acidolýzou, transesterifikací), esterifikací volných mastných kyselin s glycerolem, 

parciální hydrolýzou triacylglycerol� (TAG) a nukleofilní adicí mastné kyseliny na oxiran-

2-yl-methanol. Zp�sob výroby MAG ovliv�uje jejich kvalitu i kvantitu [14]. 
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Nej�ast�ji jsou MAG vyráb�ny interesterifikací z TAG, kdy TAG a glycerol reagují 

za teplot 200 – 250 °C p�i alkalické katalýze a vzniká sm�s monoacylglycerol�, 

diacylglycerol� (DAG), triacylglycerol� a malý zlomek nezreagovaného glycerolu. 

Komer�n� vyrobené emulgátory obvykle obsahují 45 – 55 % MAG, 38 – 44 % DAG,        

8 – 12 % TAG a 1 – 7 % volného glycerolu [14].  

Výroba MAG a DAG je kontinuální nebo diskontinuální [15, 16], na principu p�ímé 

esterifikace glycerolu a mastných kyselin, p�i teplotách 200 – 250 °C s p�ídavkem NaOH, 

nap�íklad ze zmýdeln�ných tuk� a olej�. MAG mohou být odd�leny z DAG a TAG 

destilací [17]. Teplota této destilace je obvykle 140 – 170 °C za vakua, d�ležitá je doba, p�i 

které tyto teploty p�sobí na sm�s [1]. Monoacylglyceroly vyrobeny touto cestou obsahují 

vyvážné množství 1-MAG, 2-MAG. Pom�r t�chto dvou izomer� je závislý na teplot� 

destilace [17]. 

P�estože jsou monoacylglyceroly chemicky syntetizovatelné, existují také jako 

meziprodukty metabolismu lipid� a vým�ny látek v živém organismu [8]. 

1.4.1 Acidolýza 

Acidolýza je reakce karboxylové skupiny volné kyseliny s esterem za vzniku 

meziproduktu, z n�hož se uvolní kyselina d�íve vázaná na ester za vytvo�ení nového esteru 

(Obr. 2). V tomto esteru je na alkohol vázána kyselina, která byla na za�átku reakce volná 

[4]. P�i acidolýze se acylový zbytek jedné MK vym�ní za jiný kyselinový zbytek za vzniku 

TAG. Acidolýza samovoln� probíhá p�i 250 °C, v p�ítomnosti kyseliny sírové jako 

katalyzátoru p�i 158 °C. Následn� probíhá hydrolýza, která ze vzniklých TAG vytvo�í 

MAG. Velkou nevýhodou acidolýzy je neselektivita reakce [2]. 

 

R1 O

O

R3 OH

O

R3 O

O

R1 OH

O

R2 R2+ +

 

ester       karboxylová         vzniklý nový ester 

                                        skupina volné kyseliny 

Obr. 3 Obecné reak�ní schéma acidolýzy. 
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Acidolýzou brutnákového oleje kyselinou �-linolenovou a kaprylovou, kyselinou 

katalyzovanou imobilizovanými lipázami, která probíhá p�i 30 °C, lze vyráb�t MAG pro 

kosmetický a potraviná�ský pr�mysl [18]. 

1.4.2 Alkoholýza (glycerolýza) 

Alkoholýza je reakce ester� glycerolu s alkoholem, kdy dochází k vým�n� 

alkoholové složky esteru (Obr. 3). Probíhá jak s jednofunk�ními tak i vícefunk�ími 

alkoholy. Alkoholýza je spole�n� s p�ímou esterifikací MK nejvíce používanou 

pr�myslovou výrobou MAG. Nevýhodou jsou komplikované reak�ní podmínky jako 

vakuum, inertní atmosféra a vysoké reak�ní teploty [2]. P�i dostate�ném záh�evu probíhá 

reakce i v neutrálním prost�edí. 

 

R1 O

O

R1 O

O

R2 R3+ +R3 OH R2 OH

 

Vým�na alkoholové složky esteru 

Obr. 4 Obecné reak�ní schéma alkoholýzy. 

Podle typu použitého alkoholu se d�lí alkoholýza na methanolýzu, ethanolýzu, 

glycerolýzu apod. 

Za�átek reakce probíhá pomalu, acylglycerol je rozpušt�n v alkoholické fázi jen 

�áste�n�. V další fázi se vytvá�í homogenní roztok a rychle se ustanoví rovnováha. Reakce 

m�že být katalyzována kyselými (kyselina sírová, bezvodý chlorovodík) nebo alkalickými 

(hydroxid �i alkoholát draselný nebo sodný) katalyzátory. Bez použití katalyzátor� jsou 

nutné teploty okolo 250 °C. Nevýhodou alkalické katalýzy je možnost vytvo�ení mýdel p�i 

vysokém obsahu volných MK ve výchozí reak�ní sm�si, které emulgují a komplikují 

reakci [2]. 

HC

H2C
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R

R
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H2C O

O

OH

CO

CO

R
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triacylglycerol           glycerol             1,2-diacylglycerol   1-monoacylglycerol 

Obr. 5 Obecné reak�ní schéma glycerolýzy. 
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Kontinuální chemická glycerolýza (Obr. 5) je nejpoužívan�jší alkoholýzou tuk� a 

olej�. Výroba probíhá jako reesterifikace glycerolu. Jedná se o reakce TAG s molekulou 

glycerolu, touto reakcí postupn� p�echází TAG na DAG a MAG. Krom� 1,2-

diacylglycerolu m�že vznikat nap�íklad i 1,3-diacylglycerol. Reakce probíhá p�i teplotách 

200 – 240 °C v ochranné atmosfé�e dusíku nebo oxidu uhli�itého, aby se zabránilo 

nežádoucí oxidaci nenasycených MAG [2, 19]. Pro katalýzu se nej�ast�ji používají 

alkalické katalyzátory (NaOH, KOH, methylát ethylát sodný [7], pop�. sodík, draslík, selen 

[16] a mén� obvyklé heterogenní hydrokalcity [20]). Molekulární destilace je nezbytná pro 

zvýšení výt�žnosti MAG [2]. 

Nastavení optimálních reak�ních podmínek (teplota a množství vody) a druh 

enzymu má vliv na stupe� konverze. P�i glycerolýze nenasycených produkt� je nebezpe�í 

inaktivace lipáz peroxidy obsaženými v tuku. �asto dochází ke vzniku menšího množství 

2-monoacylglycerol� [19]. Alkoholýzou m�že být i p�esmyk esterové skupiny u ester� 

vícefunk�ních alkohol�. Nap�. 2-monoacylglycerolu na 1-monoacylglycerol. 

1.4.3 Transesterifikace ester� vyšších MK 

Transesterifikací dochází k vzájemné mezimolekulární vým�n� acylové nebo 

alkoholové skupiny jednoho esteru za acylovou �i alkoholickou skupinu jiného esteru 

(Obr. 6). Jde o iontovou reakci katalyzovanou vodíkovými nebo hydroxylovými ionty. 

Pokud dojde k vým�n� zbytku MK obsažených v r�zných molekulách TAG, hovo�íme o 

autotransesterifikaci. Reak�ní rychlost závisí na struktu�e alkoholu, rozv�tvenosti MK a 

klesá s rostoucí molekulovou hmotností [21, 22, 23]. 

R1 O

O

R1 O

O

R2 R4+ +
R3 O

O

R4

R3 O

O

R2

 

Obr. 6 Reak�ní schéma esterové vým�ny. 

Pom�r alkoholu k oleji je jedním z hlavních faktor� transesterifikace. P�ebytek 

alkoholu podporuje tvorbu produkt�, nadm�rné množství však zt�žuje využití glycerolu, 

takže pom�r se stanovuje empiricky [24]. 

1.4.4 Esterifikace MK s glycerolem 

P�ímým p�sobením glycerolu na MK vznikají nejprve MAG (Obr. 7), z nich DAG 

a nakonec TAG. Jedná se o málo využívanou metodu výroby. P�i výrob� m�že vznikat 
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více kombinací monoacylglycerol� (1-monoacylglyceroly, 2-monoacylglyceroly). Reakce 

probíhá p�i styku alkoholu s karboxylovou kyselinou až do dosažení rovnovážného stavu. 

Vzniká ester a voda. Jako katalyzátory se nej�ast�ji používají kyselina sírová, 

chlorovodíková, fosfore�ná, sulfonové kyseliny nebo boritany. Díky t�mto katalyzátor�m 

získáme vysoké výt�žnosti, ale reakce probíhají velice pomalu [2, 23, 25, 26, 27, 28]. 

HC

H2C

H2C OH

OH

OH

R

O

OH

+ HC

H2C

H2C OH

OH

O C

O

R  

glycerol          mastná kyselina         1-monoacylglycerol 

Obr. 7 Reak�ní schéma esterifikace mastné kyseliny s glycerolem. 

Využití enzymatických katalyzátor� umož�uje stabilita lipáz v organických 

rozpoušt�dlech. Typ a množství produktu ovliv�uje, za jakých podmínek je reakce 

provád�na, dále množství produktu ovliv�uje p�ídavek vody v po�áte�ní fázi reakce a 

výb�r enzymu. Katalyzátory také ovliv�ují, zda nedojde ke zp�tnému rozkladu na p�vodní 

látky. Lipázy se získávají z Candida cylindracea, Rhizopus arrhizus, Rhizomucor miehe 

nebo Brassica napus [29, 30]. 

Esterifikace je iontová reakce, která vyžaduje p�ítomnost vodíkových i 

hydroxidových iont�. Vodíkové ionty jsou do reakce poskytovány minerálními kyselinami. 

P�sobením mastných kyselin a vodíkového iontu na glycerol m�že b�hem esterifikace 

dojít k p�esmyku vytvo�ením 2-monoacylglycerolu, který p�echází na stabiln�jší 1-

monoacylglycerol [31, 32]. 

1.4.5 Hydrolýza 

Hydrolýza je opakem esterifikace (Obr. 8). Reakce je stup�ovitá, nejprve se odšt�pí 

z TAG zbytek jedné MK za vzniku DAG, po odšt�pení dalšího acylu je vytvo�en MAG. 

Další hydrolýzou vzniká volný glycerol a MK (Obr. 10). Nevýhodou hydrolýzy je nízký 

stupe� konverze 2 mol MK na 1 mol MAG [7]. K hydrolýze (zmýdeln�ní) m�že docházet 

také s NaOH (Obr. 9).  
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Obr. 8 Reak�ní schéma hydrolýzy. 
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Obr. 9 Reak�ní schéma zmýdeln�ní. 
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Obr. 10 Reak�ní schéma hydrolýzy triacylglycerolu a vzniku glycerolu. 

Tuky a oleje jsou estery, které se za ur�itých podmínek hydrolyzují (pomocí vody) 

na své p�vodní složky. Hydrolýza je využívána pro št�pení tmavých tuk� a olej� 

s vysokým �íslem kyselosti, spíše p�i výrob� MK než MAG. Výroba probíhá kontinuáln�, 

kdy jsou tuky hydrolyzovány v protiproudu páry p�i vysokých tlacích [16, 33]. 

Reakce probíhá za p�ítomnosti kyselých nebo zásaditých katalyzátor� (oxidy nebo 

hydroxidy ho��íku, zinku, olova), vodní páry pop�ípad� enzym�. Tato reakce je 

homogenní, voda vstupuje rozpušt�na do tukové fáze. P�i teplot� 300 °C je tato rozpustnost 

neomezená [2]. 

U enzymatické hydrolýzy je nutné kontrolovat reakci, aby se zabránilo dovršení 

hydrolýzy až na MK a alkohol. Výhodami enzymatické hydrolýzy jsou mírné reak�ní 

podmínky, dobrá selektivita a dosažení vysoké konverze. Výhodou použití enzymatických 

katalyzátor� jsou mírné reak�ní podmínky (22 – 70 °C), konverze až 96 %, dobrá 

selektivita a šetrnost k životnímu prost�edí. Nevýhodou enzymatické hydrolýzy je vysoká 

náro�nost výb�ru vhodného typu enzymu (dle typu acylu), striktní dodržování reak�ních 

podmínek, dlouhé reak�ní �asy a �asto nedostupnost enzymatických preparát� [2]. 
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V parciáln� hydrolyzovaném tuku jsou krom� volných MK a glycerolu i MAG a 

DAG. Jejich množství závisí na zp�sobu št�pení. Reakce je zajiš
ována hydroxidovými 

anionty z alkalického prost�edí a vodíkovými kationty p�i hydrolýze vodou nebo 

kyselinami [7]. 

1.4.6 Adice MK na glycidol nukleofilním otev�ením epoxidového kruhu 

Tato reakce je nejmladší na poli syntézy MAG. P�i p�íprav� MAG 

regioselektivním, nukleofilním otev�ením epoxidového kruhu glycidolu (2,3-epoxy-1-

propanol) nedochází k tvorb� vedlejších reak�ních produkt� a vzniká 1-(2) MAG 

(Obr. 11).  
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Obr. 11 Reak�ní schéma adice mastné kyselina na glycidol. 

Reakce bez p�ítomnosti katalyzátoru vede k vytvo�ení sm�si MAG, DAG a TAG. 

Jako katalyzátory jsou využívány terciární aminy, amoniové soli, alkoxidy [34, 35, 36, 37], 

komplexy tranzitních kov� (chrom, kobalt, nikl) [38], lanthanoid� (europium, samarium) a 

komplexy tetraizopropoxititanátu. [35]. Mezi výhody této výroby pat�í univerzálnost a 

vysoká regioselektivita reakce, vysoká konverze, malé množství použitého katalyzátoru, 

snadná p�íprava katalyzátoru a p�edevším je použit bezrozpoušt�dlový systém. Nevýhodou 

výroby MAG adicí MK na glycidol je vysoké množství Cr3+obsaženého ve vysokých 

koncentracích v MAG, �asto p�esahující potraviná�ské a farmaceutické normy. Snížení 

Cr3+ lze nap�íklad dosáhnout vykrystalizováním v alkalickém etanolu. Po výrob� jsou 

monoacylglyceroly nej�ast�ji d�leny a identifikovány pomocí chromatografických metod 

[34, 36]. 

1.5 Využití monoacylglycerol� 

Nejv�tším producentem a zárove� spot�ebitelem MAG je potraviná�ský pr�mysl. 

Monoacylglyceroly se využívají jako emulgátory p�i výrob� potravin. Optimální emulgace 

je dosažena s tzv. koemulgátory. MAG pat�í do skupiny p�ídatných aditivních látek, 

ozna�ovaných pod kódem E472, p�idávanými do potravin za ú�elem zlepšení nebo úpravy 
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chemického složení, fyzikáln�chemických vlastností, nutri�ních nebo senzorických 

vlastností nebo ochranu potravin p�ed nežádoucími zm�nami. MAG se nepoužívají 

samostatn� jako potravina [1, 39].  

Tab. 1 Vý�atek z vyhlášky �.152/2005 Sb. v platném zn�ní [39]. 

�íslo E Látka Použití 

E472 

Estery mono- a di- glycerid� mastných kyselin 

s kyselinou octovou, mlé�nou, citrónovou, vinnou a 

acetylvinnou; estery mono a diglycerid� s kyselinou 

octovou a vinnou 

Emulgátor, 

stabilizátor, 

sekvestrant 

 

 D�vodem používaní monoacylglycerol� v potraviná�ském pr�myslu jsou vlastnosti 

jako: Schopnost snižovat mezipovrchové nap�tí na rozhraní dvou nemísitelných kapalin o 

r�zné polarit�, což usnad�uje disperzi t�chto kapalin v jemné kapky a zvyšuje stabilitu 

emulze i p�i zm�nách pH. Tyto emulze se používají p�i výrob� mražených krém� a jogurt�. 

MAG se využívají p�i zašlehání vzduchu a stabilizaci p�ny (vlastnosti nášlehu) [40]. Další 

schopností je, že emulgátory složené ze sm�si nasycených a nenasycených 

monoacylglycerol� v mlé�ném typu emulze ovliv�ují obsah tukových kapi�ek a množství 

proteinu adsorbovaného v rozhranní (o/v) [41]. 

Dále jsou MAG d�ležité p�i výrob� cukrá�ských výrobk� pro jejich schopnost 

stabilizovat a zpev�ovat p�ny nebo p�i výrob� t�sta s použitím komplexní sypké sm�si a 

rychlošlehacího p�ípravku (voda, cukr 35 %, emulgátory E471 a  E470 20 %, líh kvasný 

jemný). Monoacylglyceroly na bázi kyseliny palmitové a stearové se p�idávají do �okolád 

a polev v pom�ru 30/70. Monoacylglyceroly v �okoládách zabra�ují migraci tuku na 

povrch [2, 42]. 

 Monoacylglyceroly se využívají v pekárenském pr�myslu. MAG spole�n� 

s amylózou má schopnost zadržovat vodu v pekárenských produktech. MAG vyšších MK 

(laurové, myristové, palmitové, stearové) s amylózou (obsaženou ve škrobových zrnech) 

ovliv�uje reologické a chu
ové vlastnosti chlebového t�sta [43, 44]. MAG zpomalují 

retrogradaci pe�iva, tj. ztrátu �erstvosti pe�iva a jeho tvrdnutí. T�sto se zpracovává 

snadn�ji, pe�ivo je k�eh�í, má v�tší objem a rovnom�rnou pórovitost. P�i výrob� t�sta je 

používána sm�s monoacylglycerolu a ester� propylenglykolu [8, 45]. 
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MAG se v tuka�ském pr�myslu využívají jako emulgátory. MAG (kyseliny 

palmitové, stearové, olejové) jsou nej�ast�ji vmíchány jako emulgátory do margarín� 

v množství do 2% na hmotnost tukové násady [43, 42]. MAG kyseliny kaprinové snižuje 

mezipovrchové nap�tí v systému bavlníkový olej/voda více než MAG kyseliny stearové. 

Tedy MAG mastných kyselin s kratšími �et�zci snižují mezipovrchové nap�tí více než 

MAG mastných kyselin s delšími acylovými konci. Ovšem MAG s delším acylem jsou 

ú�inn�jší v minerálních systémech olej/voda. P�i stejn� dlouhých substituentech jsou 

v systému rostlinný olej/voda ú�inn�jší MAG s nasyceným, v systému minerální olej/voda 

MAG s nenasyceným substituentem [7]. 

Komplexotvorných vlastností MAG s proteinovými biopolymery se využívá p�i 

výrob� t�stovin, které nejsou po va�ení mazlavé, nelepí se a mají požadovanou pevnost. 

MAG zlepšují jakost dehydratované bramborové kaše, která získává správnou strukturu a 

potla�uje lepivost. V cukrovinká�ském pr�myslu se MAG využívají ke snížení lepivosti 

bonbón� a zlepšení konzistence žvýkacích gum [2, 45]. MAG zadržují vlhkost 

v potravinách a pomáhají tak uchovávat tyto potraviny v �erstvém stavu.  

U masných výrob se používají sm�si monoacylglycerol� a diacylglycerol� kyseliny 

citrónové. Zajistí vysoce stabilní emulze u lah�dkových salám�, játrových paštik a tepeln� 

opracovaných i neopracovaných výrobk�. Tyto MAG a DAG jsou náhradou mouky nebo 

kaseinu. K zabrán�ní vysychání salám�, zabra�ování odd�lení tuk� v rozm�ln�ných 

masných výrobcích a jejich provzdušn�ní se používají mono- a diacylglycerolové estery 

kyseliny octové [45]. 

MAG jsou využitelné p�i nitrožilní výživ�, kde by z �ásti mohly nahradit cukry a 

tuky. Pro organismus jsou výborn� vst�ebatelné. MAG usnad�ují vst�ebávání cholesterolu 

st�evní st�nou a p�ízniv� ovliv�ují hladinu cholesterolu v krvi [46, 47]. 

MAG se v kosmetickém pr�myslu využívají p�edevším pro jejich stabilitu, 

chemickou nete�nost v p�ítomnosti bioaktivních látek, snášenlivost pokožkou a sliznicí, 

penetra�ní ú�innost, indiferentní v�ni a barvu [48]. MAG kyseliny laurové se používají u 

deodorant� a antiperspirant� k potla�ení pocení, MAG kyseliny stearové je využíván p�i 

vlasové úprav�. Nejv�tší využití MAG v kosmetickém pr�myslu je p�i výrob� mastí a 

ple
ových vod, kde se využívá schopnosti stabilizace vodné emulze. MAG kyseliny 

laurové se využívají také pro mikrobicidní ú�inky v pastách a ústních vodách [49, 50, 51, 

52]. 
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1.6 Antimikrobiální ú�inky monoacylglycerol� 

Inhibi�ní ú�inky MAG a vyšších MK závisí na vlastnostech bakteriální bun��né 

st�ny. Gram pozitivní bakterie (G+) jsou více senzitivní na MAG, než gram negativní (G-) 

bakterie, které mají cytoplazmatickou membránu bohatší na lipopolysacharidy, a tak chrání 

G- bakterie proti ú�ink�m povrchov� aktivních látek (PAL) [53, 54]. Antibakteriální 

ú�inky také závisí na po�tu atom� uhlíku a na p�ítomnosti dvojných vazeb v �et�zci 

mastných kyselin a monoacylglycerol� [55]. 

Nejvyšší aktivitu proti G+ kok�m vykazuje MAG kyseliny kaprinové, bakterie jsou 

usmrceny díky narušení cytoplazmatické membrány a št�pením lipid�. Tento mikrobicidní 

ú�inek je použitelný pro prevenci a lé�bu infekcí zp�sobených G+ mikroorganismy [55, 

56]. Monoacylglycerol kyseliny kaprylové (MAG C8:0), vykazuje schopnost inhibovat 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli v koncentracích nad 10 %. Antimikrobiální 

ú�innost se zvyšuje kombinacemi monoacylglycerol�, kdy jsou používány menší 

koncentrace 5 % (w/v) etanolického roztoku. P�íkladem m�že být vysoká ú�innost 

kombinací MAG C8:0 a monoacylglycerol kyseliny laurové (MAG C12:0) [57].  

V poslední dob� se MAG využívají v medicín�, kdy vykazují mikrobicidní aktivitu a 

cytotoxický ú�inek na nádorové bu�ky [58]. MAG mohou být využity jako intravaginální 

mikrobicidy p�i ochran� proti sexuáln� p�enosným nemocem, jelikož napadají a ni�í 

infek�ní �initele d�íve, než jsou zasaženy bu�ky pohlavních orgán�. Experimentáln� byly 

použity hydrogely obsahující MAG kyseliny kaprinové p�i ú�inku proti bakteriím a vir�m. 

Monoacylglyceroly C8 až C12 mají siln�jší antivirový ú�inek než monoacylglyceroly 

s delšími �et�zci. (Herpes simplex HSV-1, Respiratorní syncytiální virus RSV, 

Haemophilus influenzae a Streptococcus) [56, 59]. 

MAG se mohou využívat ve form� gel�, umož�ujících transport farmaceutických 

látek do organismu. Nahrazují polymerní matrice, protože nejsou kontaminovány 

zbytkovými monomerními látkami [60, 61]. 

MAG kyseliny laurové je nejvíce studovaným monoacylglycerolem, jehož ú�inky 

mají vysoký stupe� schopnosti potla�it výskyt mykotických infekcí [62]. Testování MAG 

s antifungicidním ú�inkem bylo provedeno na zástupcích kvasinek Candida albicans, 

Sacharomyces cerevisiae a vláknitých plísní rodu Aspergillus a Penicillium. Stanovené 

minimální inhibi�ní koncentrace pro Candida albicans 200 mg/l a pro Trichophyton 

mentagrophytes 25mg/l [63].  
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2 BIOGENNÍ AMINY 

2.1 Charakteristika biogenních amin� 

Biogenní aminy vznikají dekarboxylázovou aktivitou mikroorganism�, nebo 

p�sobením transamináz z aminokyselin. Dekarboxylace aminokyselin probíhá bu� za 

ú�asti pyridoxalfosfátu jako koenzymu, nebo bez koenzymu. Biogenní aminy jsou 

nízkomolekulární alifatické, aromatické nebo heterocyklické bazické slou�eniny odvozené 

od aminokyselin [2, 64]. 

Aminy jsou základní dusíkaté slou�eniny. Jsou p�írodní antinutri�ní látky schopny 

iniciovat r�zné farmakologické reakce, a tedy mohou být p�í�inou otrav jídlem. Pat�í mezi 

n� nikotin p�ítomný v tabáku, chinin používaný k lé�b� malárie nebo kokain, který je 

nervovým stimulantem. Mezi deriváty amin� je možno za�adit i aminokyseliny (L-

fenylalanin), které jsou stavební jednotkou bílkovin [65]. 

Aminy jsou karcinogenní látky, vyskytující se jako nitrosderiváty, nebo prekurzory 

pro látky, které mohou vytvo�it karcinogenní N-nitrosaminy. Vznikající p�i solení a uzení 

potravin. 

2.2 Chemická struktura biogenních amin� 

Biogenní aminy jsou skupinou amin�, které mají významné fyziologické a 

farmaceutické ú�inky. Vznikají v bu�kách enzymovou dekarboxylací aminokyselin. 

Aminy jsou deriváty amoniaku, kde je alkylovou nebo arylovou skupinou nahrazen atom 

vodíku [64, 66]. Dochází-li k náhrad� jednoho, dvou nebo všech t�í vodíkových atom�, 

rozeznáváme primární, sekundární a terciární aminy. Stejn� jako v amoniaku je atom 

dusíku hybridizován do sp3. Aromatické aminy snadno podléhají aromatické elektrofilní 

substituci díky �áste�né konjugaci elektronového páru atomu dusíku a delokalizaci 

elektronové hustoty z atomu dusíku na aromatické jádro [67]. 

Aminy, které mají mén� než sedm atom� uhlíku, jsou rozpustné ve vod�. D�vodem 

je p�ítomnost volného elektronového páru, který tvo�í vodíkovou vazbu s molekulami 

vody. Bod varu aromatických amin� je vysoký (u anilinu 184 °C) a tyto aminy jsou 

omezen� rozpustné ve vod�. P�ítomnost volného elektronového páru na atomu dusíku má 

za následek bazicitu amin�. To znamená, že aminy jsou schopny p�ijímat proton z vody za 

vzniku hydroxylového aniontu. Polarizace vazby N-H vede k tomu, že atomy vodíku jsou 
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slab� kyselé, a proto primární a sekundární aminy jsou amfoterní, stejn� jako hydroxy 

skupina v alkoholu [5, 68]. 

2.3 Výskyt biogenních amin� 

Vznik biogenních amin� v potravinách vyžaduje p�ítomnost mikroorganism� 

produkujících dekarboxylázu. Mikroorganismy produkující dekarboxylázu se vyskytují 

jako sou�ást mikroflóry potraviny nebo jsou v potravin� jako kontaminanty p�i zpracování 

[64, 69]. 

Tab. 2 Schéma vzniku a p�em�ny vybraných biogenních amin�, upraveno podle [70]. 

Aminokyselina Produkt dekarboxylace 
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Aminokyselina Produkt dekarboxylace 

Histidin Histamin 
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Aminokyselina Produkt dekarboxylace 

kyselina glutamová kyselina �-aminomáselná (GABA) 
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Postavení amin� vyplývá z dekarboxylace volné aminokyseliny mikrobiálními 

enzymy. Kyselina je dekarboxylována odstran�ním karboxylové skupiny za vzniku 

odpovídajícího aminu.  

Autolytická nebo bakteriální proteolýza hraje významnou roli p�i uvol�ování 

volných aminokyselin z tká�ové bílkoviny, která nabízí substrát pro dekarboxyla�ní 

reakce. Do reakce vstupuje pyridoxalfosfát, který tvo�í s aminoskupinou aktivní místa 

enzymu [70]. 

Biogenní aminy jsou p�ítomny v mase, kde je jejich obsah spojen s nesprávnou 

hygienou p�i výrob�. Vysoké obsahy koncentrace biogenních amin� byly pozorovány u 

fermentovaných masných výrobk�, v závislosti na druhu startovacích kultur mlé�ných 

bakterií a dodržování Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP) [71, 72]. 

Nej�ast�jšími kontaminanty jsou bakterie rodu Pseudomonas a �eledi Enterobacteriaceae 

(které jsou spojeny se zna�nou produkcí až 600 ppm biogenních amin�) [73]. 

 Pokud dojde k �innosti mikroorganism� a tvorb� dekarboxylázy, je vznik 

biogenních amin� nevyhnutelný. Biogenní aminy mohou tvo�it mikroorganismy 

zodpov�dné za du�ení sýr� (rod Clostridium, Propionibacterium) [74, 75]. 

Otrava histaminem, zp�sobena rodem Proteus [76], Klebsiella pneumoniae [77], 

Hafiia alvei [78], se vyskytuje p�i konzumaci ryb.  

2.4 Ú�inky biogenních amin� 

Biogenní aminy (tyramin, histamin, serotonin, tryptamin a 
-fenylethylamin) hrají 

klí�ovou roli fyziologických funkcí, avšak také p�sobí na organismus toxicky, pokud jsou 

p�ijaty v p�ebytku. Mezi zesilujícími faktory p�i intoxikaci pat�í inhibitory oxidáz, jako 

jsou drogy a alkohol. Typickými p�íznaky otrav jsou: nevolnost, respira�ní problémy, 

návaly horkosti, bušení srdce, bolesti hlavy a hyper nebo hypotenze [79]. 
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2.4.1  Metabolismus vzniku amin� s ú�inky na organismus 

Biogenní aminy, které mají ú�inek na lidský organizmus (Tab. 3). 

Tab. 3 Vybrané biogenní aminy vyskytující se v organismu [70]. 

Aminokyselina Produkt dekarboxylace Výskyt a význam 

Arginin Agmatin, ornitin bakterie st�evní mikroflóry 

Cystein Cysteamin koenzym A 

Fenylalanin 
-fenylethylenamin alkaloidní hormon 

Histidin Histamin krevní tlak, sekrece žalude�ních 

š
áv 

kyselina asparagová �-alanin 
-alanin koenzym A, pantotenová kyselina 

kyselina glutamová kyselina �-aminomáselná 

kyselina �-aminomáselná 

mozek, blokuje ganglia 

Lysin Kadaverin ribozomy, bakterie 

Methionin Spermidin » spermin spermie, ribozomy 

Ornitin Putrescin ribozomy, bakterie 

Serin Ethanolamin cholin, fosfolipidy 

Threonin Propanolamin vitamín B12 

Tryptofan Triptamin hormon 

Tyrosin Tyramin kontrakce d�lohy 

3,4-dihydroxyfenylalanin  Dopamin tká�ový hormon 

 

2.5 Detekce volných aminokyselin a biogenních amin� 

Mezi detek�ní metody biogenních amin� pat�i tenkovrstvá chromatografie, plynová 

chromatografie, kapilární elektroforéza PCR, kapalinová chromatografie, vysokoú�inná 

chromatografie s obrácenými fázemi RP-HPLC s UV nebo fluorescen�ní detekcí a 

iontov�-vým�nná kapalinová chromatografie [80]. V experimentální �ásti byla použita pro 

stanovení biogenních amin� iontov�-vým�nná kapalinová chromatografie. 
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2.5.1 Iontov�-vým�nná (ionexová) kapalinová chromatografie.  

Ionexová chromatografie separuje molekuly podle náboje. Je založena na 

coulombickém p�itahování opa�ných náboj�. Stacionární fáze je tvo�ena iontom�ni�em 

s nabitými skupinami. Pokud jsou v protékající mobilní fázi p�ítomné ionty opa�ného 

náboje nebo molekuly siln� dipólové, jsou elektrostatickými silami p�itaženy a uchyceny 

na povrchu stacionární fáze. P�i ionexové chromatografii jsou použity dva pufry [81].  

První pufr nanese vzorek na kolonu, vzorek je navázán na nabité skupiny nosi�e.  

Druhý pufr je použit pro vyt�sn�ní nebo zm�nu náboje d�lených iont�. Interakce iontu �i 

dipólu s ionexem stoupá s jeho polaritou a klesá s jeho velikostí. 

Materiály používané jako stacionární fáze se nazývají ionexy, které jsou d�leny 

podle náboje na katexy a anexy. Nej�ast�jšími skupinami chemicky vázanými na povrchu 

anex� jsou (se�azeno podle vzr�stající síly): primární aminy -NH2, sekundární aminy  -HR, 

terciární aminy -NR2 a kvartérní amoniové báze -N+R3. Na povrchu katex� se potom 

obvykle setkáváme se skupinami kyselými (op�t podle vzr�stající síly): fenolická skupina  

-OH, karboxylová skupina -COOH, fosfátová skupina -PO(OH) 2 a sulfátová skupina          

-SO3H. Mobilní fází je vodný roztok [81]. Princip analyzátoru znázorn�n v blokovém 

schématu (Obr. 12). 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 32 

 

 

Obr. 12 Blokové schéma stanovení volných aminokyselin 

 a biogenních amin� [82]. 
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3 BAKTERIE MLÉ�NÉHO KVAŠENÍ 

Bakterie mlé�ného kvašení jsou grampozitivní nesporulující mikroaerofilní ty�inky a 

koky. Jsou schopny fermentovat sacharidy na kyselinu mlé�nou jako hlavní výsledný 

produkt. Do této skupiny pat�í rody Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolactobacillus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [83]. 

3.1 Rod Lactococcus 

Lactococcus lactis je spojován s výrobou potravin a uchováváním potravin od 

starov�ku. V sou�asné dob� má využití startovacích kultur druhu Lactococcus lactis velký 

hospodá�ský význam p�i výrob� sýr�, jako smetanové a sýra�ské kultury. Autolytická 

�innost bakterií mlé�ného kvašení je d�ležitým faktorem p�i zrání sýr� kv�li uvoln�ní 

intracelulárních enzym� do sýr� a jejich vliv na chu
, v�ni a texturu sýr� [84, 85]. 

V pr�myslovém m��ítku je d�ležité vybrat kmeny, které odolávají nep�íznivým 

podmínkám b�hem fermentace. Do spektra t�chto podmínek pat�í extrémní teploty 

(nap�íklad p�i výrob� vysokodoh�ívaných sýr� 40 °C, p�i chlazení 8 °C), pH, osmotický 

tlak, lyofilizace nebo sprejové sušení startovacích kultur, oxida�ní stres [86]. 

Lactococcus lactis se potraviná�ském pr�myslu používá pro svoji odolnost v��i 

bakteriofágu a bakteriocín�m. 

Laktokoky  jsou vedeny v �eledi Streptococcaceae. Zástupci rodu Lactococcus jsou, 

podobn� jako zástupci rodu Streptococcus a Enterococcus, kataláza negativní, 

grampozitivní, fakultativn� anaerobní koky tvo�ící �etízky. Z potraviná�sko-

mikrobiologického hlediska jsou v rodu Lactococcus významné druhy Lacotcoccus lactis 

ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris. Lactococcus je nalézán v p�írod� tam, kde 

dochází ke spontánnímu kvašení biologických materiál�. V potraviná�ském pr�myslu se 

rod Lactococcus využívá p�edevším v mlékárenství, jako �istá mezofilní startovací kultura. 

Jsou známy i Lactococcus lactis ssp. hordniae, Lactococcus rafinolactis, Lactococcus 

plantarum, Lactococcus garvieae a Lactococcus piscium [87]. 

Lactococcus lactis ssp. lactis je obecn� odoln�jší než Lactococcus lactis ssp. 

cremoris, a to v��i kyselému prost�edí a žlu�ovým solím, i v��i zmrazování [88]. 
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3.1.1  Lactococcus lactis ssp. lactis 

Lactococcus lactis ssp. lactis pat�í do domény Bacteria, odd�lení Firmicutes a 

�eledi Streptococaceae. Lactococcus lactis ssp. lactis jsou grampozitivní bu�ky, s relativn� 

malým genomem (2,5 Mbp) [89]. Tyto bakterie tvo�í ovoidní bu�ky o pr�m�ru (0,5 – 1,5) 

x (0,5 - 1,2) �m. Lactococcus lactis ssp. lactis jsou nesporulující, nepohyblivé, fakultativn� 

anaerobní, chemoorganotrofní, kokovité nebo oválné bu�ky vyskytující se v párech nebo 

v r�zn� dlouhých �etízcích. 

 

Obr. 13 Lactococcus lactis ssp. lactis [90]. 

Na polotuhých médiích tvo�í drobné kolonie. Pat�í do sérologické skupiny N. 

Optimální teplota kultivace Lactococcus lactis ssp. lactis je 30 °C, rostou i p�i 10 °C a r�st 

je zastaven p�i 45 °C. 

Lactococcus lactis ssp. lactis má tyto diagnostické znaky: kataláza negativní, oxidáza 

negativní, fermentativní metabolismus, sacharidy št�pí na L(+)kyselinu mlé�nou. Tvo�í 

kyselinu mlé�nou, rostou p�i 4% NaCl, nerostou p�i 6,5% NaCl. R�st je zastaven p�i pH 

9,6. Optimální pH pro r�st se pohybuje mezi 6,3 – 6,9. Lactococcus lactis ssp. lactis roste 

v mléku s obsahem 0,3% methylenové mod�e a v bujónu s p�ídavkem 40% žlu�e [91]. 

Lactococcus lactis ssp. lactis fermentuje glukózu, laktózu a maltózu, 

homofermentativním mlé�ným kvašením na kyselinu mlé�nou. Sacharózu fermentují jen 

n�které kmeny. Škrob a želatinu nehydrolyzuje, z argininu tvo�í amoniak [87, 91]. 
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N�které kmeny (Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactis) mají schopnost 

fermentovat citran za p�ítomnosti laktózy, tvorbou oxidu uhli�itého, kyseliny octové, 

kyseliny mlé�né, acetoinu (3-hydroxybutanon) a diacetylu (2,3-pentandion).  

N�které kmeny  Lactococcus lactis ssp. lactis syntetizují polypetidové antibiotikum 

(bakteriocín) nizin. Tato látka ú�inn� inhibuje r�st grampozitivních bakterií. Významné 

využití má p�i inhibici klí�ících spór anaerobních sporotvorných bakterií rodu Clostridium, 

v tavených sýrech. Nisin je antagonistou druhu Lactococcus lactis ssp. cremoris [87, 92]. 

3.1.2 Lacococcus lactis ssp. cremoris 

Tento kmen je v�tšinou pozorován s kmenem Lactococcus lactis ssp. lactis. Tyto 

kmeny mají podobné vlastnosti, liší se od sebe tvarem bu�ky. Lactococcus lactis ssp. 

cremoris je varieta táhlovitého kmenu. Fermentuje glukózu a laktózu, z�ídka maltózu a 

sacharózu. Z argininu netvo�í amoniak [87, 92]. 
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4 R�ST MIKROORGANISM� A MOŽNOSTI DETEKCE 

4.1 Stanovení r�stu mikroorganism� 

Množení bakterií sledujeme zpravidla podle po�tu bakteriálních bun�k, který lze 

stanovit p�ímo pomocí upravené po�ítací kom�rky, nebo nep�ímo turbidimetricky [93, 94]. 

R�st mikroorganism� byl v experimentální �ásti sledován turbidimetricky. 

4.1.1 Turbidimetrické stanovení po�tu bun�k 

Turbidimetrie je analytická metoda založena na sledování rozptylu sv�tla �ásticemi 

suspendovanými v kapalin� (sraženinami, koloidními �ásticemi). V turbidimetrii se m��í 

intenzita zá�ení prošlého roztokem, tedy zá�ení nerozptýleného. Detektor zá�ení je umíst�n 

ve sm�ru procházejícího zá�ení. Tato metoda slouží k ur�ování koncentrace suspendované 

látky ve vzorku. Rozptyl sv�tla je ovliv�ován množstvím, tvarem a velikostí �ástic. 

Turbidimetrickým stanovením srovnáváme intenzitu prošlého nebo rozptýleného 

zá�ení vzorkem s intenzitou zá�ení prošlého nebo rozptýleného �istým rozpoušt�dlem 

(živným médiem).  

Turbidimetrie je vhodná p�edevším pro m��ení roztok� s velkým obsahem 

suspendovaných �ástic [95].  

4.2 Dynamika r�stu mikroorganism� 

Mikrobiální bu�ka nacházející se v prost�edí s vhodnými fyzikálními a chemickými 

vlastnostmi roste. P�ijímá z okolí energii a živiny, vegetuje a zv�tšuje sv�j objem, 

hmotnost. Po dosažení ur�ité velikosti nastává rozmnožování a nový r�st dce�iných bun�k. 

P�i sledování antimikrobiálních ú�ink� je zjiš
ována minimální inhibi�ní koncentrace 

(nejnižší koncentrace), p�i které se zabrání rozmnožování a r�stu bun�k [93, 94]. 

Mikroorganismy se rozmnožují za optimálních podmínek velmi rychle. Pr�m�rná 

genera�ní doba mnohých bakterii (doba za kterou se zdvojnásobí po�et bun�k v kultu�e) je 

za optimálních podmínek asi 20 minut. Znázorníme-li graficky r�st po�tu živých bun�k 

dostaneme tzv. r�stovou k�ivku (Obr. 14) R�stová k�ivka je grafické znázorn�ní nár�stu 

po�tu živých bun�k p�i jednorázové kultivaci. Celý systém je uzav�en p�ed svým okolím, 

nejsou p�idávány ani odebírány jednotlivé složky [94]. R�stová k�ivka má n�kolik fází. 
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Obr. 14 Grafické znázorn�ní r�stové k�ivky, upraveno podle [94]. 

M��ení optické denzity je vyzna�eno �árkovan�, r�stová k�ivka je vyzna�ena plnou �arou. 

Lag-fáze 

V této fázi se bu�ky nerozmnožují, ale zv�tšují objem a aktivují sv�j enzymový 

systém pot�ebný pro využití substrátu. Délka lag-fáze závisí na druhu mikroorganismu, 

složení substrátu, fyziologickém stavu bun�k. Po p�evedení bun�k do nového kultiva�ního 

média o stejném složení k lag-fázi nedochází. Pokud má r�stové prost�edí nevyhovující 

složení, trvá lag-fáze velmi dlouho. Bu�ky v pozdní fázi lag-fáze jsou velmi citlivé k 

nep�íznivým podmínkám (teplota, osmotický tlak, antimikrobiální látky) [94]. 

Fáze zrychleného r�stu 

P�echodná fáze, ve které se bu�ky za�ínají množit zvyšující se rychlostí a zkracující 

se genera�ní dobou. Populace bun�k v této fázi p�echází do fáze exponenciální [94]. 

Exponenciální fáze r�stu 

Exponenciální fáze je charakterizována nejkratší genera�ní dobou bun�k, která je 

b�hem exponenciální fáze konstantní. Rychlost r�stu mikroorganism� v této fázi má 

exponenciální charakter. Rychlost r�stu klesá p�i vy�erpání živin. Po zpomalení r�stu nebo 

jeho zastavení nastává stacionární fáze. Zastavení této fáze zp�sobuje nej�ast�ji vznik 

zplodin metabolismu a vy�erpání živin obsažených v nejnižší koncentraci [94]. 
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Stacionární fáze r�stu 

Ve stacionární fázi r�stu dochází k pomalému rozmnožování, které se kompenzuje 

po�tem odumírajících bun�k. Maximální délka stacionární fáze závisí na citlivosti k 

hladov�ní mikroorganism�. B�hem této fáze sporulující mikroorganismy tvo�í endospory 

[94]. 

Fáze odumírání 

Tato fáze m�že trvat dle druhu mikroorganismu až n�kolik m�síc�. Bu�ky se již 

nerozmnožují, hynou a jejich koncentrace v �ase klesá. Fyziologické vlastnosti bun�k 

r�zných fází r�stové k�ivky jsou zna�n� odlišné [94]. 

4.2.1 Turbidimetrické stanovení po�tu bun�k 

Turbidimetrie je analytická metoda založena na sledování rozptylu sv�tla �ásticemi 

suspendovanými v kapalin� (sraženinami, koloidními �ásticemi). V turbidimetrii se m��í 

intenzita zá�ení prošlého roztokem, tedy zá�ení nerozptýleného. Detektor zá�ení je umíst�n 

ve sm�ru procházejícího zá�ení. Tato metoda slouží k ur�ování koncentrace suspendované 

látky ve vzorku. Rozptyl sv�tla je ovliv�ován množstvím, tvarem a velikostí �ástic. 

Turbidimetrickým stanovením srovnáváme intenzitu prošlého nebo rozptýleného 

zá�ení vzorkem s intenzitou zá�ení prošlého nebo rozptýleného �istým rozpoušt�dlem 

(živným médiem).  

Turbidimetrie je vhodná p�edevším pro m��ení roztok� s velkým obsahem 

suspendovaných �ástic [95].  
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II. EXPERIMENTÁLNÍ �ÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cíle práce byly vymezeny následovn�: 

• Stanovit inhibi�ní ú�inky sedmi 1-monoaclyglycerol� v r�zných koncentracích na 

r�st bakterií Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp cremoris. 

 

• Sledovat vliv vybraných monoaclyglycerol� na dekarboxylázovou aktivitu bakterií 

Lactococcus lactis. 
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6 MATERIÁL A P�ÍSTROJE 

6.1 Použité mikroorganismy 

Pro zpracování diplomové práce byly použity bakteriální kmeny rodu Lactococcus. 

Tyto mikroorganismy byly získány ze Sbírky mléka�ských mikroorganism� Laktoflora® 

(CCDM – Culture Collection of Dairy Microorganisms): 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 

Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 

Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 

Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 

6.2 Kultiva�ní média 

Kultury rodu Lactococcus se uchovávaly na tuhých živných p�dách, a v tekutých 

médiích. Pro uchování kultur bylo použito živné médium M17 (agar) obohacený 0,5 % 

laktózy. P�i stanovení inhibi�ního ú�inku MAG i dekarboxylázové aktivity 

mikroorganism� byla použita stejná média. 

Bujón M17 

M17 (Oxoid, Basingstoke, UK)     39,21g 

laktóza (LachNer, Neratovice, �R)     5,00 g 

deionizovaná voda (Aqua Osmotic)          1000,00 ml 

Agar M17 

M17 (Oxoid, Basingstoke, UK)     39,21g 

laktóza (LachNer, Neratovice, �R)     5,00 g 

agar (HiMedia, Bombai, Indie)    15,00g 

deionizovaná voda (Aqua Osmotic)          1000,00 ml 

Použitá živná média byla sterilizována v autoklávu p�i 121 °C 20 minut. Tekutý bujón 

M17 se používal pro p�ípravu inokula a �erstvé suspenze bun�k. Tato suspenze byla 
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použita pro vlastní experimenty. Pro uchování kultur byly bu�ky kultivovány na plotnách 

s M17 agarem. 

6.3 Chemikálie 

Laktóza, (LachNer, Neratovice, �R) 

Tyrozin, (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Etanol denaturovaný (LachNer) 

Chlorid sodný (NaCl), (LachNer) 

Všechny použité chemikálie byly v �istot� p.a. 

6.4 Zásobní roztoky 

1-monoacylglyceroly 

Monoacylglyceroly byly vyráb�ny adicí p�íslušné mastné kyseliny (Sigma-Aldrich) na 

glycidol (Sigma-Aldrich) katalytickým p�sobením Cr3+. Takto vyrobené MAG byly 

rozpušt�ny v etanolu (LachNer) a zfiltrovány. Získané monoacylglyceroly byly vyrobeny 

na pracovišti Fakulty techologické, UTTTK s deklarovoanou �istotou p.a. [96] 

Monoacylglyceroly pro stanovení antimikrobiálních ú�ink�: 

MAG kyseliny kaprylové – MAG C8:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O

 

MAG kyseliny kaprinové – MAG C10:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O
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MAG kyseliny laurové – MAG C12:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O

 

MAG kyseliny myristové – MAG C14:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O

 

MAG kyseliny palmitové – MAG C16:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O

 

MAG kyseliny undekanové – MAG C11:0, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O

 

MAG kyseliny undecenové – MAG C11:1, 

OH

OH

O

HC

H2C

H2C

C

O
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Fyziologický roztok 

Chlorid sodný (LachNer)         8,50g 

Deionizovaná voda (Aqua Osmotic)  1000,00ml 

Po rozpušt�ní chloridu sodného byl roztok sterilizován p�i 121 °C, 20 minut. 

Roztoky pro AAA400 

Použité roztoky pro AAA400 jsou uvedeny (Tab. 4). Složení jednotlivých pufr� a 

vlastní chromatografická analýza prob�hly dle zavedené metodiky [97]. 

Tab. 4 P�ehled roztok� pro ionexovou chromatografii [82]. 

Roztok Funkce 

	edící pufr Pufr, ve kterém rozpouštíme a jímž �edíme 

vzorky (pH 2,2). 

Elu�ní pufry Pufry, jejichž sekvence p�sobí postupné 

d�lení jednotlivých aminokyselin. 

Regenera�ní roztok Zásaditý roztok NaOH, který z kolony 

vyjme všechny zbytky vzorku a kolonu 

p�ipraví ke stabilizaci. 

Ninhydrin Detek�ní �inidlo 

 

6.5 P�ístroje a za�ízení 

Analytické váhy Sartorius BA 110S 

Autokláv Systec 2540EL 

Autokláv Varioklav H+P 

Automatické mikropipety Biohit a Nichyrio  

Automatický analyzátor aminokyselin AAA400 

Aqua Osmotic, typ 02 

Biologický termostat, Memert 

Flow Box Clean Air  
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Fotometr TECAN Sunrise TW/TC 

Horkovzdušná sušárna, Memmert 

Chladni�ka, Elektrolux 

Odst�edivka, Hettich 

Plynový kahan 

Vortex Heidolph, Reax 

6.6 Pom�cky 

Laboratorní sklo (Simax) 

Pro vypracování experimentální �ásti diplomové práce bylo použito laboratorní 

sklo Simax, sterilizováno p�i 121 °C po dobu 20 minut nebo horkým vzduchem p�i 160 °C 

240 minut. 

Laboratorní plast 

 Špi�ky automatických pipet, ependorfové mikrozkumavky, plastové zkumavky, 

o�kovací kli�ky používané v experimentální �ásti diplomové práce byly sterilizovány 

v autoklávu p�i teplot� 121 °C 20 minut nebo použity z originálního balení. Chemická 

sterilace probíhá pomocí kyseliny perchloroctové. 
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7 METODIKA 

Experimentální �ást byla rozd�lena dle zadání na dv� �ásti: 

 Experiment 1, ve kterém byly sledovány inhibi�ní ú�inky 1-monoacylglycerol� na 

vybrané kultury mikroorganism� rodu Lactococcus. 

 Experiment 2, kde byla sledována dekarboxylázová aktivita rodu Lactococcus 

v závislosti na p�idaných MAG. 

7.1 Stanovení dekarboxylázové aktivity rodu Lactococcus 

U mlé�ných bakterií rodu Lactococcus byla po kultivaci bakterií sledována produkce 

biogenních amin� v kultiva�ním médiu M17 obohaceném o prekurzor pro tvorbu 

biogenních amin� (aminokyselinu tyrozin) v koncentraci 0,2 % (w/v). Dekarboxylázová 

aktivita a tvorba biogenních amin� byla vyhodnocena pomocí analyzátoru aminokyselin. 

Do 5000 �l média, bylo p�idáno 25 �l suspenze bakterií narostených p�es noc. Kultivace 

probíhala p�i 30 ± 1 °C, 24 hodin. Médium po kultivaci bylo porovnáno s �istým 

nenao�kovaným médiem. Kontrola a �istota kmen� laktokok� byla pr�b�žn� sledována na 

Petriho miskách s M17 agarem. Také byl sledován vliv r�zných koncentrací vybraných 

MAG (uvedených v kapitole 6.4). 

Každá suspenze byla analyzována duplicitn�. 

7.2 Chromatografická detekce biogenních amin� 

Suspenze mikroorganism� rodu Lacococcus s 0,2 % (w/v) tyrozinu byla po kultivaci 

odst�ed�na p�i 10000 ot/min a poté zfiltrována p�es filtr o velikosti 0,45 �m. Takto 

p�ipravený vzorek byl analyzován pomocí AAA400 (Ingos, Praha, �R). Detekce probíhala 

p�i 570 nm. Stanovení probíhalo dle zavedené metodiky [97]. 

7.3 Stanovení minimální inhibi�ní koncentrace 1-monoacylglycerol�  

Do jednotlivých zkumavek bylo pipetováno kultiva�ní médium o objemu 4 ml a 

p�idáno takové množství monoacylglycerol� aby výsledná koncentrace odpovídala 

hodnotám (Tab. 5). Následn� bylo p�idáno 25 �l suspenze bun�k. Kultivace probíhala p�i 

30 ± 1 °C, 48 hodin. První vyhodnocení prob�hlo po 24 hodinách. Jako pozitivní kontrola 

bylo použito médium bez 1-monoacylglycerol�. 
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7.4 Stanovení inhibi�ních ú�ink� 1-monoaclyglycerol� 

Z lyofilizovaných kmen� rodu Lactococcus bylo p�ipraveno inokulum. Takto 

p�ipravené mikroorganismy byly o�kovány do 4 ml tekuté živné p�dy M17, za ú�elem 

p�ípravy suspenze. Množství nao�kovaného inokula bylo 50 �l.  Kultivace probíhala p�i 

30 ± 1 °C po dobu 24 hodin. Takto vyrobené inokulum bylo použito pro stanovení 

inhibi�ních ú�ink�. Nejprve byly stanoveny minimální inhibi�ní koncentrace ve 

zkumavkách. Toto stanovení umož�uje navrhnut koncentraci monoacylglycerol� pro 

sledování r�stových k�ivek mikroorganism�. 

Inhibi�ní vlivy na Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris 

byly sledovány v mikrotitra�ních desti�kách p�i teplot� 25 °C po dobu 24 hodin. Vliv 1-

monoacylglycerol� byl hodnocen jako zm�na optické denzity suspenze bakterií. M��ení 

optické denzity probíhalo v 30-ti minutových intervalech. Každá jamka mikrotitra�ní 

desti�ky obsahovala: 250 �l kultiva�ního média M17 obohaceného o MAG v p�íslušné 

koncentraci a 5 �l 24-hodinové suspenze bakterií. Koncentrace všech p�idaných 

monoacylglycerol� byla následující: 25 mg.l-1, 50 mg.l-1, 100 mg.l-1, 200 mg.l-1, 500 mg.l-1, 

1000 mg.l-1, 1500 mg.l-1 (w/v). Jako kontroly byly použity jamky bez daného 

monoacylglycerolu a bez suspenze bakterií. U všech koncentrací MAG, v�etn� kontrol, byl 

duplicitn� sledován r�st v mikrotitra�ních desti�kách (Obr. 15). Vliv 1-monoacylglycerol� 

byl sledován minimáln� na dvou desti�kách. 

 

Obr. 15 Znázorn�ní p�ípravy mikrotitra�ní desti�ky. 

M 01 – M 05 testované kmeny mikroorganism� 
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8 VÝSLEDKY A DISKUSE 

V této diplomové práci byl vliv inhibi�ního ú�inku 1-monoacylglycerol�, a tvorba 

biogenních amin� z aminokyseliny tyrozinu sledována u 6 kmen� rodu Lactococcus 

(Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48, CCDM 53, CCDM 141 a Lactococcus lactis ssp. 

cremoris CCDM 824, CCDM 946, CCDM 1004). Pro studium ú�ink� MAG na r�st 

bakterií rodu Lactococcus byly zvoleny 1-monoacylglyceroly: monokaprylin (MAG C8:0), 

monokaprin (MAG C10:0), monoalurin (MAG C12:0), monomyristin (MAG C14:0), 

monopalmitin (MAG C16:0), MAG kyseliny undekanové (MAG C11:0) a undecenové 

(MAG C11:1). 

Aby byl vylou�en inhibi�ní ú�inek etanolu, který byl použit jako rozpoušt�dlo pro 

testované MAG, bylo do kultiva�ního média p�ed za�átkem kultivace všech použitých 

kmen� bakterií p�idáno 7 % (v/v) etanolu bez MAG. Z výsledk� bylo patrné, že tyto 

koncentrace etanolu nemají vliv na r�st testovaných mikroorganism�.  

8.1 Stanovení inhibi�ního vlivu 1-monoacylglycerol� na rod 

Lactococcus 

8.1.1 Stanovení minimální inhibi�ní koncentrace 

Minimální inhibi�ní koncentrace dané látky je koncentrace, která zabrání r�stu 

mikroorganism� [94]. Steriln� byly do kultiva�ního média p�idány r�zné koncentrace 1-

monoacylglycerol� a byly sledovány jejich inhibi�ní vlivy na rod Lactococcus. (Tab. 5) 

Tab. 5 Minimální inhibi�ní koncentrace MAG na testované kmeny L. lactis po 24 hodinách 

kultivace. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0 BU�KY

1000 mg.l-1 100 mg.l-1 50 mg.l-1 100mg.l-1 500 mg.l-1 100 mg.l-1 1000 mg.l-1

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 + - - - - - + ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 + ++ ++ ++ ++ + + ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 + ++ ++ ++ + - + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 + ++ ++ ++ + ++ + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 + ++ ++ ++ + + + ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 + - - - - - + ++

Koncentrace 1-monoacylglycerol�

Testované kmeny po 24 hodinách

 

- pozitivní reakce na inhibici mikroorganism� (tj. mikroorganismy nerostou), + zákal 

(negativní inhibi�ní ú�inek monoacylglycerol�), ++ zákal a sedlina (negativní inhibi�ní 

ú�inek monoacylglycerol�). 
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Tab. 6 Výsledek stanovení minimální inhibi�ní koncentrace po 48 hodinách. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0 BU�KY

1000 mg.l-1 100 mg.l-1 50 mg.l-1 100 mg.l-1 500 mg.l-1 100 mg.l-1 1000 mg.l-1

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 + + - + - - ++ ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 + ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 + ++ ++ ++ + + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 + ++ ++ ++ + ++ ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 + ++ ++ ++ + + ++ ++
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 + + - + - - ++ ++

Testované kmeny po 48 hodinách

Koncentrace 1-monoacylglycerol�

 

- pozitivní reakce na inhibici mikroorganism� (tj. mikroorganismy nerostou), + zákal 

(negativní inhibi�ní ú�inek monoacylglycerol�), ++ zákal a sedlina (negativní inhibi�ní 

ú�inek monoacylglycerol�). 

Inhibi�ní ú�inky a následná zm�na r�stové aktivity v médiu M17 s p�ídavkem 

r�zných koncentrací 1-monoacylglycerol� (MAG C8:0, MAG C10:0, MAG C11:0, MAG 

C11:1, MAG C12:0, MAG C14:0 a MAG C16:0) byla pozorována p�edevším u kmene 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004. 

U  kmene CCDM 48 i u CCDM 1004  byly inhibi�ní ú�inky pozorovány po 24 hodinách u 

média M17 s p�ídavkem MAG C10:0 v koncentraci 100 mg.l-1, MAG C11:0 v koncentraci 

50 mg.l-1, MAG C11:1 v koncentaci 100 mg.l-1, MAG C12:0 v koncentraci 500 mg.l-1 a u 

média M17 s p�ídavkem MAG C14:0 v koncentraci 100 mg.l-1. U kmene CCDM 141 byl 

inhibi�ní ú�inek zaznamenán u média M17 obsahujícího MAG C14:0 v koncentraci 

100 mg.l-1. U zbylých 3 kmen� inhibi�ní ú�inky daných koncenrací nebyly zaznamenány. 

8.1.2 Sledování vlivu p�ídavku aminokyseliny tyrozinu a inhibi�ních ú�ink� 

monoacylglycerol�. 

Ú�inky zvolených 1-monoacylglyerol� na r�st bakteríí rodu Lactococcus (4 kmeny 

CCDM 53, CCDM 141, CCDM 824, CCDM 946) byly sledovány v rozmezí koncentrací 

MAG 12,5 – 1500 mg.l-1. Koncentrace u jednotlivých kmen� byly stanoveny dle 

p�edpokládaného ú�inku podle Tabulky 5. Ke každému bujónu s p�íslušnou koncentrací 

MAG bylo p�idáno 0,2 % tyrozinu (w/v). Toto stanovení bylo provedeno na plotnách 

s M17 (agar). Stanovení bylo provád�no vždy duplicitn�. Po 24 hodinách kultivace byly 

spo�ítány kolonie vyrostlé na miskách. Z ode�tených hodnot byly vypo�teny pr�m�ry a 

stanoveny CFU (kolonie tvo�ící jednotku).  
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Celkové po�ty mikroorganism� na 1ml média (CFU/ml) byly vypo�teny 

z následujícího vztahu: 

( ) [ ]mlCFU
dnn

c
N /

1,0 21

�
⋅+

= �  

c po�et narostlých kolonií (sou�et) 

n1, n2 po�et misek p�íslušného �ed�ní 

d první �ed�ní zvolené k po�ítání 

Tab. 7 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 0,2 % 

tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0

0 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109

12,5 2,02.109 2,00.109

25 1,60.109 8,00.108

50 9,20.107 1,47.105

100 2,00.101 2,71.105

500 6,60.107 O 3,68.102

1000 O O

0 + T 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109 3,60.109

12,5 + T 1,86.109

25 + T 2,40.109 1,60.108

50 + T 3,20.108 1,61.105

100 + T 1,50.108 2,70.105

500 + T 6,00.107 3,00.106 3,10.105

1000 + T 4,00.107 2,16.105

Koncentrace 
(mg.l-1)

Monoacylglycerol

CCDM 53

Mikroorganismus

 

Výsledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l-1, T - p�ídavek 

tyrozinu ke kultiva�nímu médiu, 0 – r�st bakterií nebyl zaznamenán.  
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Tab. 8 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 0,2 % 

tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0

0 3,41.109 3,41.109 3,41.109 3,41.109 3,41.109 3,41.109

12,5 8,30.108 5,20.108

25 8,00.108 1,62.109

50 7,80.108 3,68.104 3,28.105

100 O 3,45.104

500 O 3,40.108

1000 O 6,00.106

0 + T 3,20.109 3,20.109 3,20.109 3,20.109 3,20.109 3,20.109

12,5 + T 7,40.108 2,40.109

25 + T 1,38.109 8,30.108

50 + T 1,12.109 9,60.103 7,68.104

100 + T O 1,84.104

500 + T 4,40.108 3,80.108

1000 + T O 2,70.106

Monoacylglycerol
Mikroorganismus

Koncentrace 
(mg.l-1)

CCDM 141

 

Výsledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l-1, T - p�ídavek 

tyrozinu ke kultiva�nímu médiu. 0 – r�st bakterií nebyl zaznamenán. 

Tab. 9 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 0,2 % 

tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0

0 1,62.109 1,62.109 1,62.109 1,62.109 1,62.109 1,62.109

12,5 1,16.109 2,08.109

25 2,10.108 7,20.108

50 5,60.108 7,31.107 2,70.108

100 O 2,00.108

500 6,00.106 O 1,44.109

1000 3,00.107

0 + T 8,80.108 8,80.108 8,80.108 8,80.108 8,80.108 8,80.108

12,5 + T 1,44.109

25 + T 3,70.109 1,04.109

50 + T 1,52,109 5,44.107 1,01.108

100 + T 3,00.101 8,40.106

500 + T 2,00.106 O 1,47.109

1000 + T O 4,00.108

CCDM 824

Mikroorganismus
Koncentrace 

(mg.l-1)

Monoacylglycerol

 

Výsledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l-1, T - p�ídavek 

tyrozinu ke kultiva�nímu médiu, 0 – r�st bakterií nebyl zaznamenán. 
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Tab. 10 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 0,2 

% tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0

0 2,72.109 2,72.109 2,72.109 2,72.109 2,72.109 2,72.109

12,5 4,88.109 4,36.109

25 4,16.109 3,26.109

50 2,00.109 3,52.108 5,28.106

100 7,20.103 2,40.106

500 O O 1,72.105

1000 O 2,08.105

0 + T 3,08.109 3,08.109 3,08.109 3,08.109 3,08.109 3,08.109

12,5 + T 8,40.108 1,57.1010

25 + T 4,32.109 9,20.108

50 + T 2,40.109 2,53.109 6,88.106

100 + T 1,99.107 4,16.106

500 + T 2,60.108 O

1000 + T 4,00.106 2,11.105

Mikroorganismus
Koncentrace 

(mg.l-1)

Monoacylglycerol

CCDM 946

 

Výsledky jsou uvedeny v CFU/ml, koncentrace MAG uvedeny v mg.l-1, T - p�ídavek 

tyrozinu ke kultiva�nímu médiu. 0 – r�st bakterií nebyl zaznamenán. 

Znatelný inhibi�ní ú�inek 1-monoacylglycerol� na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis 

CCDM 53 byl pozorován u média M17 s p�ídavkem MAG C8:0, MAG C10:0, MAG C14:0 a 

MAG C16:0 v koncentracích 100 - 1000 mg.l-1. Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 

výrazn� inhibovaly monoacylglyceroly MAG C8:0, MAG C10:0, MAG C12:0 od 50 mg.l-1, 

MAG C14:0 od 50 mg.l-1 a MAG C16:0 od 1000 mg.l-1. Lactococcus lactis ssp. cremoris 

CCDM 824 výrazn� inhibovaly monoacylglyceroly MAG C10:0 a MAG C14:0 od 100 mg.l-1. 

R�st Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 výrazn� zpomalovaly 

monoacylglyceroly MAG C8:0, MAG C10:0 a MAG C16:0 od 1000 mg.l-1. Lze �íci že 

p�ídavek aminokyseliny tyrozinu v koncentraci 0,2 % (w/v) nem�l vliv na inhibi�ní ú�inky 

monoacylglycerol� (viz. Tab. 7 – 10). 

8.2 Stanovení inhibi�ních ú�ink� 1-monoacylglycerol� 

V této experimentální �ásti byl sledován vliv p�ídatných látek (1-monoacylglycerol�) 

na r�st potraviná�sky významných bakterií rodu Lactococcus. Monoacylglyceroly jsou 

využívány jako emulgátory, stabilizátory a sekvestanty. P�idávají se do fermentovaných 

výrobk� pro zlepšování jejich vlastností a také z technologických d�vod�. 

Monoacylglyceroly jsou �asto sou�ástí potravin. Cílem tohoto experimentu bylo srovnat 
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inhibi�ní ú�inky sedmi monoacylglycerol� na technologicky významné kmeny rodu 

Lactococcus.  

Ú�inek daného 1-monoacylglycerolu v ur�ité koncentraci byl hodnocen pomocí 

r�stových k�ivek, a to od doby lag-fáze až po fázi stacionární, resp. fázi odumírání. R�st  

bakterií byl vyhodnocen jako optická denzita bun�k p�i 600 nm (OD600). Optická denzita 

byla m��ena po dobu 24 hodin. Koncentrace jednotlivých 1-monoacylglycerol� byly 

stanoveny dle p�edb�žných výsledk� získaných plotnovou metodou (Tab. 7 – 10).  

V grafech (Obr. 16 až 22), jsou znázorn�ny r�stové k�ivky laktokok� rostoucích 

v p�ítomnosti r�zných koncentrací testovaných kmen� laktokok�. Pro názornost jsou 

v grafech zahrnuty pouze k�ivky u takových koncentrací 1-monoacylglycerol�, které na 

r�st laktokok� nep�sobily zcela inhibi�n� (tj. byl zaznamenán alespo� znatelný nár�st). 

Kontrolou byl r�st testovaných bakterií v kultiva�ním médiu bez p�idaného 

monoacylglycerolu (žluté k�ivky). Intenzita r�stu byla m��ena proti negativní kontrole, 

která obsahovala pouze kultiva�ní médium s p�íslušnou koncentrací testovaného MAG bez 

zao�kovaných mikroorganism� (viz Obr. 15 v kapitole 7.4). 

U MAG C14:0 a MAG C16:0 bylo m��ení optické denzity �áste�n� komplikováno 

tvorbou zákalu p�i p�íprav� kultiva�ního média s MAG. Vyhodnocení inhibi�ních ú�ink� 

t�chto monoacylglycerol� tak ur�itým zp�sobem ovliv�ovala intenzita a doba prot�epání 

p�ed každým m��ením a rovn�ž chyba p�ístroje, a to i v p�ípad�, že sou�ástí všech 

mikrotitra�ních desti�ek byla negativní kontrola. 
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Obr. 16 Inhibi�ní ú�inky MAG C8:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

  MAG C8:0 nem�l p�íliš výrazné inhibi�ní ú�inky. Nejvíce p�sobil na r�st 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004. 

Úplný inhibi�ní ú�inek byl u t�chto kmen� již u koncentrace MAG C8:0  500 mg.l-1, 

�áste�ný inhibi�ní ú�inek tyto mikroorganismy vykazovaly u MAG C8:0  v koncentraci 200 

mg.l-1. MAG C8:0 o koncentracích od 25 -100 mg.l-1 u Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 

48 m�l vliv na prodloužení lag-fáze na 3 hodiny oproti necelé hodin� v médiu bez MAG a 

na zkrácení exponenciální fáze r�stu, která skon�ila po 9 hodinách r�stu (Obr. 16). 

Z výsledné optické denzity vyplývá, že množství vzniklých bun�k bylo zhruba polovi�ní 
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oproti kontrole. U sledované kultury Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 p�i 

koncentraci tohoto MAG v množství 200 mg.l-1 byla lag-fáze prodloužena až na 16 hodin. 

Inhibi�ní ú�inek této koncentrace byl tedy znatelný. U ostatních testovaných kmen� rodu 

Lactococcus byl výrazný inhibi�ní ú�inek MAG C8:0 sledován od nejvyšších testovaných 

koncentrací, tj. od 1500 mg.l-1. Výrazn�jší pokles r�stové aktivity byl zaznamenán i u 

koncentrací MAG C8:0 1000 mg.l-1. Doba lag-fáze u takto vysokých koncentrací byla mezi 

12 – 15 hodinou m��ení (Obr. 16). Inhibi�ní ú�inky MAG C8:0 byly sledovány na G+ 

bakteriích (rodu Bacillus, Enterococcus. Microicoccus, Proteus, Salmonella, 

Staphylococus), jak uvádí [93, 98]. 
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Obr. 17 Inhibi�ní ú�inky MAG C10:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

MAG C10:0 p�sobil inhibi�n� na všechny 3 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis a 3 

kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris (Obr. 17). �áste�ný antimikrobiální efekt MAG 

C10:0 byl zaznamenán u kmene CCDM 824, a to v koncentraci 100 mg.l-1. Úplný inhibi�ní 

ú�inek byl zaznamenán p�i použití MAG C10:0 v koncentraci 100 mg.l-1 u všech 3 

testovaných kmen� Lactococcus lactis ssp. lactis. U kmen�  Lactococcus lactis ssp. lactis 

CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 1004 byl zaznamenán výrazn�jší 

inhibi�ní ú�inek než u zbývajících testovaných bakterií, a to již od 50 mg.l-1. Lag fáze byla 

v p�ítomnosti tohoto MAG prodloužena až na 15 hodin. Inhibi�ní ú�inky MAG C10:0 jsou 

tedy v�tší než u MAG C8:0. Podobn� jako v naší studii, byly inhibi�ní ú�inky tohoto 

monoacylglycerolu sledovány u mnohých dalších G+ mikroorganizm� (Staphylococcus 

aureus aj.), kdy bylo zjišt�no, že bez ohledu na pH kultiva�ního prost�edí zpomalují lag-

fázi [102]. MAG C10:0 m�že rovn�ž inhibovat i kvasinky a plísn�, a to od koncentrací 100 

mg.l-1, jak uvádí R�ži�ka a kol. [104]. Lactococcus lactis ssp. lactis. CCDM 48 reagoval 

již na MAG C10:0 v množství 25 mg.l-1, tato inhibi�ní koncentrace byla nejnižší ze všech 

sledovaných monoacylglycerol� (Obr. 17). 
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Obr. 18 Inhibi�ní ú�inky MAG C11:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

 MAG C11:0 vykazoval inhibi�ní ú�inky na kmen Lactococcus lactis ssp. lactis 

CCDM 48 od koncentrací 500 mg.l-1 a na Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 

jako nejmén� citlivý mikroorganismus od koncentrací MAG C11:0 1000 mg.l-1. U ostatních 

testovaných kmen� rodu Lactococcus byla �áste�n� opožd�ná lag-fáze oproti kontrole, 

a tedy inhibi�ní ú�inek u koncentrací MAG C11:0 200 mg.l-1 už je znateln� menší. za�íná po 

15 -ti hodinách. Lag-fáze byla prodloužena a exponenciální fáze byla tedy zapo�ata po 15 

hodinách. Tyto mikroorganismy byly inhibovány p�i koncentracích MAG C11:0 od 500 

mg.l-1 (Obr. 18). 
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Obr. 19 Inhibi�ní ú�inky MAG C11:1 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

MAG C11:1 vykazoval inhibi�ní ú�inky na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 

od koncentrací 200 mg.l-1, na všechny 3 testované kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris 

pak inhibi�ní ú�inek od koncentrací 500 mg.l-1. Úplný inhibi�ní ú�inek MAG C11:1 byl 

viditelný od koncentrací 1000 mg.l-1. Doba lag-fáze bun�k laktokok� v p�ípad� 

kultiva�ního média s p�ídavkem MAG C11:1 v koncentraci 100 mg.l-1 a nižšími byla tém�� 

shodná jako u kontroly (bez použití MAG C11:1, viz. Obr. 19). 
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Obr. 20 Inhibi�ní ú�inky MAG C12:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

 MAG C12:0 na všechny 3 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis a 3 kmeny 

Lactococcus lactis ssp. cremoris za�al p�sobit slab� inhibi�n� od koncentrací 100 mg.l-1. U 

kmen� Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 a CCDM 141 a Lactococcus lactis ssp. 

cremoris CCDM 824 byl pozorován slabší inhibi�ní ú�inek tohoto MAG od koncentrací 

500 mg.l-1. Úplný inhibi�ní ú�inek byl sledován u ostatních kmen� od koncentrací MAG 

C12:0 200 mg.l-1(Obr. 20). Krom� námi testovaných laktokok� byly inhibi�ní ú�inky tohoto 

monoacylglycerolu sledovány u mnohých jiných G+ mikroorganizm� (nap�. na 

Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus nebo Bacillus subtilis), [100].  
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Obr. 21 Inhibi�ní ú�inky MAG C14:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

MAG C14:0 �áste�n� inhiboval r�st Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 a 

CCDM 53 p�i koncentraci 25 mg.l-1, kdy byla lag-fáze posunuta oproti kontrole o 6 hodin. 

Úplný inhibi�ní ú�inek na kmen CCDM 48 byl pozorován od koncentrace 50 mg.l-1. R�st 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 byl tímto MAG zcela inhibován p�i koncentraci 

200 mg.l-1. U koncentrace 100 mg.l-1 byla lag-fáze posunuta již o 15 hodin. Jako 

nejodoln�jší v��i MAG C14:0 se jevil kmen CCDM 824, který byl schopen slabého r�stu i c 

prost�edí s tímto MAG p�i koncentraci 1000 mg.l-1. Dá se �íci, že i p�esto má tato 

koncentrace na CCDM 141 ur�itý inhibi�ní ú�inek. Lactococcus lactis ssp. cremoris 
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CCDM 946 a CCDM 1004 byly inhibovány p�i koncentracích od 50 mg.l-1. Kmen 

CCDM 1004 m�l p�i koncentraci MAG C14:0 25 mg.l-1 posunutou lag-fázi o 16 hodin 

(Obr. 21). V��i p�sobení MAG C14:0 byl nejvíce citlivý Lactococcus lactis ssp. cremoris 

CCDM 1004, u kterého již koncentrace 50 mg.l-1 zp�sobila výrazné prodloužení lag fáze a 

zpomalení r�stu. 

 

Obr. 22 Inhibi�ní ú�inky MAG C16:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus 

lactis ssp. cremoris. 

MAG C16:0 vykazoval úplné inhibi�ní ú�inky pouze na Lactococcus lactis ssp. 

lactis CCDM 48 a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 a CCDM 1004. 
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U ostatních kmen� byl i u nejvyšších testovaných koncentrací (1500 mg.l-1) pozorován 

snížený, ale p�esto pozorovatelný r�st, kde lag-fáze byla zpožd�na maximáln� o 6 hodin. 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 48 byl úpln� inhibován p�i koncentracích MAG C16:0 

500 mg.l-1, u koncentrací 50 – 200 mg.l-1 byla lag-fáze opožd�na o 10 hodin oproti kontrole 

bez MAG. U Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 byl pozorován �áste�ný 

inhibi�ní ú�inek od koncentrace 50 mg.l-1, kdy oblast lag-fáze byla posunuta o 6 hodin. U 

kmene CCDM 1004 byl pozorován �áste�ný inhibi�ní ú�inek od koncentrace 50 mg.l-1, 

kdy lag-fáze byla posunuta o 13 hodin. Tento kmen byl na MAG C16:0 jako inhibi�ní látku 

nejcitliv�jší (Obr. 22). Všechny inhibi�ní koncentrace monoacylglycerol� jsou shrnuty 

v Tabulce 11. 

Tab. 11 Minimální inhibi�ní ú�inky vybraných monoacylglycerol� na rod Lactococcus. 

MAG C8:0 MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C11:1 MAG C12:0 MAG C14:0 MAG C16:0
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8.3 Stanovení produkce biogenních amin�. 

Zjiš
ování tvorby biogenního aminu tyraminu bylo sledováno na 6 bakteriích rodu 

Lactococcus (Seznam kmen� uveden v kapitole 5.1), které byly již d�íve ozna�eny za 

producenty tyraminu [97]. Cílem tohoto experimentu bylo stanovit, zda monoacylglyceroly 

mají p�ímý vliv na tvorbu, respektive její potla�ení, biogenních amin�. Tvorba biogenních 

amin� byla sledována pomocí iontov�-vým�nné chromatografie. Po kultivaci bakterií byla 

zjiš
ována tvorba tyraminu v médiu obohaceném o aminokyselinu tyrozin. Do kultiva�ních 

médií byla krom� prekurzoru (tyrozinu) p�idána r�zná koncentrace vybraných 

monoacylglycerol� (Metoda popsána v kapitole 6.1 a 6.2). Takto byl sledován vliv tvorby 

tyraminu v závislosti na typu a množství p�idaného MAG. Produkce tyraminu byla zjišt�na 

u všech testovaných kmen� rodu Lactococcus. Výsledky produkce tyraminu jsou uvedeny 

v grafech (Obr. 23 a Obr. 24).  
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Obr. 23 Dekarboxylázová aktivita testovaných kmen� Lactococcus lactis ssp. lactis 

CCDM 53 a CCDM 141 v závislosti na koncentracích monoacylglycerol�. 

T p�ed �íslem kmene zna�í p�ídavek aminokyseliny tyrozinu, za �íslem kmene je uveden 

po�et uhlík� testovaného MAG a jeho koncentrace v mg.l-1. 
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Obr. 24 Dekarboxylázová aktivita testovaných kmen� Lactococcus lactis ssp. cremoris 

CCDM 824 a CCDM 946 v závislosti na koncentracích monoacylglycerol�. 

T p�ed �íslem kmene zna�í p�ídavek aminokyseliny tyrozinu, za �íslem kmene je uveden 

po�et uhlík� testovaného MAG a jeho koncentrace v mg.l-1. 
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Produkci biogenních amin� u tyrozindekarboxyláza pozitivních bakterií rodu 

Lactococcus ovliv�uje celá �ada vliv�. Pro sledování vlivu MAG (v koncentracích 25 – 

1500 mg.l-1) byly vybrány 2 kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis (CCDM 53 a 

CCDM 141) a 2 kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris (CCDM 824 a CCDM 946). 

Sledování p�ítomnosti biogenních amin� v dekarboxyla�ním médiu s tyrozinem, bylo 

provedeno iontov�-vým�nnou chromatografií. V dekarboxyla�ním médiu s tyrozinem byla 

zjišt�na produkce tyraminu u všech 4 sledovaných kmen�. U Lactococcus lactis ssp. lactis 

(CCDM 53, CCDM 141) byl tyramin detekován v rozmezí 3,40 – 1426,66 g.l-1. Nejv�tší 

tvorbu tyraminu bez p�ídavku monoacylglycerolu vykazoval kmen Lactococcus lacts ssp. 

cremoris CCDM 946. U Lactococcus lactis ssp. cremoris (CCDM 824, CCDM 946) byl 

tyramin detekován v rozmezí 6,80 – 1444,00 g.l-1. Sou�ástí živného média M17 byl i 

hydrolyzát bílkovin, který je bakteriemi dále rozkládán na aminokyseliny, a proto byla 

tvorba biogenního aminu tyraminu zaznamenána i v médiu bez p�ídavku aminokyseliny 

tyrozinu. Tvorba biogenního aminu v dekarboxyla�ním médiu obohaceném o tyrozin byla 

ve v�tšin� p�ípad� úm�rná tvorb� biogenního aminu v dekarboxyla�ním médiu, které 

nebylo obohaceno o aminokyselinu tyrozin. Tvorba tyraminu z p�idaných 0,2 % (w/v) 

tyrozinu byla v�tšinou 10 krát v�tší než tvorba tyraminu pouze v dekarboxyla�ním médiu 

M17 bez aminokyseliny. 

 U Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53 byla nejmenší produkce tyraminu u 

MAG C11:0 v koncentraci 125 mg.l-1. V tomto p�ípad� byla tvorba tyraminu 4 krát menší 

než produkce bez použitého MAG. Inhibi�ní ú�inek tohoto MAG nebyl výrazný 

(viz Obr. 19). U ostatních koncentrací MAG C11:0 byla produkce tyraminu stejná, lze tedy 

�íci, že zvolený MAG nesnižoval dekarboxylázovou aktivitu testovaného kmene. Velmi 

nízké hodnoty produkce tyraminu byly zjišt�ny u MAG C14:0.  

 Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 m�l nejmenší produkci tyraminu u 

koncentrací MAG C10:0 250 mg.l-1. Toto množství tyraminu bylo ovlivn�no inhibi�ními 

ú�inky MAG, protože p�i této koncentraci byla zjišt�na výrazn�jší inhibice r�stu L. lactis 

CCDM 141. Také MAG C8:0 ovliv�oval tvorbu tyraminu. Avšak jeho inhibi�ní ú�inky na 

Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141 nebyly p�íliš výrazné., nicmén� i tak se produkce 

tyraminu snižovala s rostoucí koncentrací MAG. U MAG C8:0 v koncentraci 500 mg.l-1 

byla produkce tyraminu dvojnásobná než u média M17 s tyrozinem bez MAG. N�které 

monoacylglyceroly mohou tedy produkci biogenních amin� zvyšovat. Takže podobn� jako 

u p�edchozího kmene v p�ítomnosti MAG nedošlo k výrazn�jšímu omezení aktivity 
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tyrozindekarboxylázy, MAG m�l pouze vliv na rychlost r�stu. U MAG C11:0 s rostoucí 

koncentrací monoacylglycerolu také rostla koncentrace tyraminu. Tento MAG inhibi�ní 

ú�inky p�i sledování vlivu použitých koncentrací nevykazoval. P�i p�ídavku MAG C12:0 do 

kultiva�ního média v koncentraci 50 mg.l-1 došlo k nejnižší produkci tyraminu, a to asi 100 

krát menší než u MAG C12:0 v koncentrací 25 mg.l-1 a 101 krát menší než u MAG C12:0 

v koncentraci 125 mg.l-1. Inhibi�ní ú�inky u takto nízkých koncentrací monoacylglycerol� 

nebyly zjišt�ny. MAG C14:0 a MAG C16:0 ovliv�ovaly tvorbu tyraminu v závislosti na 

inhibi�ních ú�incích na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141. 

 U kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824 byla produkce tyraminu 

stejná v médiu obohaceném o 0,2 % (w/v) tyrozinu i v médiu bez tyrozinu. Tvorba 

tyraminu klesala po p�ídavku MAG C8:0 i MAG C14:0, i když tyto monoacylglyceroly 

nevykazovaly p�íliš vysoké inhibi�ní ú�inky. MAG C10:0 vykazoval inhibi�ní ú�inky a 

produkce tyraminu v závislosti na inhibici bun�k klesala. MAG C12:0 a MAG C16:0 

neovliv�ovaly tvorbu biogenních amin� bu�kami Lactococcus lactis ssp. cremoris 

CCDM 824. 

 Produkci biogenního aminu (tyraminu) u kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris 

CCDM 946 neovliv�ovalo množství p�idané aminokyseliny tyrozinu (0,2 % (w/v). 

Inhibi�ní ú�inky použitých monoacylglycerol� nem�ly vliv na produkci biogenních amin�. 

MAG C8:0 snižoval množství tyraminu cca 10 krát. Inhibi�ní ú�inky MAG C10:0 na 

Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946 byly výrazné, u použitých koncentrací 

monoacylglycerolu se množství vzniklého tyraminu snižovalo v závislosti na inhibi�ních 

ú�incích tohoto monoacylglycerolu. MAG C11:0 nem�l výrazn�jší inhibi�ní ú�inky na 

Lactococcus CCDM 946 p�i sledovaných koncentracích 50 – 125 mg.l-1, rovn�ž tvorba 

tyraminu nebyla p�idaným monoacylglycerolem ovlivn�na. V p�ítomnosti MAG C14:0 a 

MAG C16:0 dekarboxylázová aktivita klesala úm�rn� s rostoucí koncentrací p�idaných 

monoacylglycerol�. Nev�tší množství biogenních amin� bez vlivu monoacylglycerol�, ze 

všech kmen� produkuje Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 946. 

Celkov� lze �íci, že se nepoda�ilo prokázat možné ú�inky testovaných MAG na 

aktivitu tyrozindekarboxylázy. Pokud došlo ke snížení produkce tyraminu, tak to bylo ve 

v�tšin� p�ípad� zp�sobeno inhibicí r�stu bun�k. 
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ZÁV�R 

Tato diplomová práce byla zam��ena na studium inhibi�ních vliv� 

monoacylglycerol� a možností monoacylglycerol� ovliv�ovat vznik biogenních amin� u 

bakterií mlé�ného kvašení, konkrétn� u technologicky významných kmen� Lactococcus 

lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris. Biogenní aminy mají, ve vysokých 

koncentracích na lidský organizmus toxické ú�inky. 

Vliv monoacylglycerol� na inhibici r�stu byl pozorován u všech 6 testovaných 

kmen� laktokok�. Nejv�tší antimikrobiální ú�inky vykazoval MAG C10:0, a to na všechny 

testované kmeny rodu Lactococcus (v koncentracích nad 100 mg.l-1). Nejmén� ú�inný 

monoacylglycerol v��i r�stu testovaných bakterií rodu Lactococcus byl MAG C16:0. 

Nejvíce citlivá bakterie v��i testovaným monoacylglycerol�m byl Lactococcus lactis ssp. 

lactis CCDM 1004. 

Na základ� získaných výsledk� lze všech 6 kmen� rodu Lactococcus za�adit mezi 

dekarboxyláza aktivní mikroorganizmy, které tvo�í biogenní amin tyramin,. a to i 

v p�ípad�, pokud byly do kultiva�ního média p�idány monoacylglyceroly, které zpomalují 

r�st. Tento záv�r byl ov��en pomocí iontov� vým�nné chromatografie. Nev�tší množství 

biogenních amin� produkoval Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 946. Produkce 

tyraminu z tyrozinu byla zjišt�na u všech sledovaných kmen� (CCDM 53, CCDM 141, 

CCDM 824 a CCDM 946). 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL� A ZKRATEK 

MAG  monoacylglycerol, monoglycerid 

DAG  diacylglycerol 

TAG  triacylglycerol 

MK  mastná kyselina 

(v/o)   voda v oleji 

(o/v)   olej ve vod� 

(w/v)   hmotnostní zlomek 

HLB  hydrofiln� lipofilní rovnováha 

G+  grampozitivní mikroorganismy 

G-  gramnegativní mikroorganismy 

PAL  povrchov� aktivní látky 

HACCP   Hazard Analysis Critical Control Points 

CFU   „colony forming unit“, kolonii tvo�ící jednotka 

 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 77 

 

SEZNAM OBRÁZK� 

Obr. 1 Isomerní formy monoacylglycerol�. ........................................................................ 13�

Obr. 2 Zobrazení n�kterých možných p�irozených struktur a jejich odpovídající 

faktory zhušt�ní. P�evzato od [10]. ............................................................................ 15�

Obr. 3 Obecné reak�ní schéma acidolýzy. ........................................................................... 16�

Obr. 4 Obecné reak�ní schéma alkoholýzy. ........................................................................ 17�

Obr. 5 Obecné reak�ní schéma glycerolýzy. ....................................................................... 17�

Obr. 6 Reak�ní schéma esterové vým�ny. ........................................................................... 18�

Obr. 7 Reak�ní schéma esterifikace mastné kyseliny s glycerolem. ................................... 19�

Obr. 8 Reak�ní schéma hydrolýzy. ...................................................................................... 20�

Obr. 9 Reak�ní schéma zmýdeln�ní. ................................................................................... 20�

Obr. 10 Reak�ní schéma hydrolýzy triacylglycerolu a vzniku glycerolu. ........................... 20�

Obr. 11 Reak�ní schéma adice mastné kyselina na glycidol. .............................................. 21�

Obr. 12 Blokové schéma stanovení volných aminokyselin ................................................. 32�

Obr. 13 Lactococcus lactis ssp. lactis [90]. ......................................................................... 34�

Obr. 14 Grafické znázorn�ní r�stové k�ivky, upraveno podle [94]. .................................... 37�

Obr. 15 Znázorn�ní p�ípravy mikrotitra�ní desti�ky. .......................................................... 47�

Obr. 16 Inhibi�ní ú�inky MAG C8:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 54�

Obr. 17 Inhibi�ní ú�inky MAG C10:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 56�

Obr. 18 Inhibi�ní ú�inky MAG C11:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 57�

Obr. 19 Inhibi�ní ú�inky MAG C11:1 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 58�

Obr. 20 Inhibi�ní ú�inky MAG C12:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 59�

Obr. 21 Inhibi�ní ú�inky MAG C14:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 60�

Obr. 22 Inhibi�ní ú�inky MAG C16:0 na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis a 

Lactococcus lactis ssp. cremoris. ............................................................................... 61�

Obr. 23 Dekarboxylázová aktivita testovaných kmen� Lactococcus lactis ssp. lactis 

CCDM 53 a CCDM 141 v závislosti na koncentracích monoacylglycerol�. ............ 63�



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 78 

 

Obr. 24 Dekarboxylázová aktivita testovaných kmen� Lactococcus lactis ssp. 

cremoris CCDM 824 a CCDM 946 v závislosti na koncentracích 

monoacylglycerol�. .................................................................................................... 64�

 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 79 

 

SEZNAM TABULEK 

Tab. 1 Vý�atek z vyhlášky �.152/2005 Sb. v platném zn�ní [39]. ...................................... 22�

Tab. 2 Schéma vzniku a p�em�ny vybraných biogenních amin�, upraveno podle [70]. ..... 26�

Tab. 3 Vybrané biogenní aminy vyskytující se v organismu [70]. ...................................... 30�

Tab. 4 P�ehled roztok� pro ionexovou chromatografii [82]. ............................................... 44�

Tab. 5 Minimální inhibi�ní koncentrace MAG na testované kmeny L. lactis po 24 

hodinách kultivace. ..................................................................................................... 48�

Tab. 6 Výsledek stanovení minimální inhibi�ní koncentrace po 48 hodinách. ................... 49�

Tab. 7 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 

0,2 % tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 53. ..................... 50�

Tab. 8 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 

0,2 % tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 141. ................... 51�

Tab. 9 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 

0,2 % tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 824. ............. 51�

Tab. 10 Inhibi�ní ú�inky monoacylglycerol� v r�zných koncentracích a vliv p�ídavku 

0,2 % tyrozinu (w/v) na r�st Lactococcus lactis ssp. cremoris CCDM 946. ............. 52�

Tab. 11 Minimální inhibi�ní ú�inky vybraných monoacylglycerol� na rod 

Lactococcus. ............................................................................................................... 62�

 

 

 

 

 

 

 


