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ABSTRAKT 

Práce se zabývá problematikou stanovení lipolytické aktivity mikroorganizmů v mléčném 

tuku. Nejprve jsou charakterizovány tuky a oleje, dále lipolytická aktivita mikroorganizmů 

a metody stanovení lipolytické aktivity. 

Cílem práce bylo stanovit lipolytickou aktivitu plísní a kvasinek využívaných při výrobě 

potravin a kontaminantů v mléčných výrobcích plynovou chromatografií. Metodika byla 

založena na stanovení volných mastných kyselin pomocí dvojího způsobu přípravy vzorků. 

Dle získaných výsledků není takto navržená metoda vhodná pro stanovení lipolytické akti-

vity mikroorganizmů. Proto byla v závěru práce formulována doporučení pro další optima-

lizaci této metody. 
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ABSTRACT 

The thesis deals with lipolytic activity of microorganisms in milk fat. At first, oils and fats 

are characterised, then the lipolytic activity of microorganisms and methods of determina-

tion are reviewed. 

The aim of the thesis was gas chromatographic determination of the lipolytic activity 

micromycetes with significance in the food industry and contaminants in milk products. 

The method was based determination of free fatty acids via comparison of two methods of 

sample preparation. Results showed that this method is not suitable for determination of 

lipolytic activity. Optimization of the procedure is necessary. 
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ÚVOD 

Tato práce se zabývá stanovením obsahu volných mastných kyselin ve vzorku mléčného 

tuku extrahovaného ze smetany. Mléčný tuk je složen zejména z triacylglycerolů, jeho 

přesné složení je však odlišné u různých vzorků. Tuky v potravinách mohou působením 

enzymů nebo jiných činitelů podléhat žádoucím nebo nežádoucím změnám. Působením 

enzymů dochází k částečnému rozkladu tuků na parciální acylglyceroly a volné mastné 

kyseliny, nebo k úplnému rozkladu na glycerol a volné mastné kyseliny. Volné mastné 

kyseliny dodávají potravinám specifické senzorické vlastnosti. Jejich přítomnost 

v některých potravinách je tedy žádoucí a je zajištována mikrobiálními lipázami. Tyto en-

zymy mohou být produkovány bakteriemi, ale také mikroskopickými houbami.  

Cílem této práce je hodnocení lipolytické aktivity potravinářsky významných mikrosko-

pických hub, tedy plísní (vláknitých hub) a kvasinek. V teoretické části je zahrnuta charak-

teristika potravinářsky významných druhů plísní a kvasinek, ale také plísní a kvasinek, 

které působí jako kontaminanty a mohou přispět ke znehodnocení potravin. Mezi mikroor-

ganizmy podílejícími se na formování senzorických vlastností potravin patří například 

plísně Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti, naopak toxinogenní Aspergillus 

niger je významným kontaminantem. Z kvasinek je pro výrobu potravin využívána Sac-

charomyces cereviae, zástupcem kvasinek kontaminujících potraviny může být Candida 

albicans.  

Praktická část této práce se zabývá analýzou vzorku mléčného tuku pomocí plynové chro-

matografie. Kultivací výše uvedených mikroorganizmů ve smetaně by mělo dojít k rozkla-

du triacylglycerolů na parciální acylglyceroly a volné mastné kyseliny působením mikrobi-

álních lipáz. Cílem práce bylo ověřit metodu hodnocení lipolytické aktivity mikroorganiz-

mů stanovením obsahu volných mastných kyselin. To je založeno na využití dvou metod 

převedení mastných kyselin ve vzorku na methylestery stanovitelné plynovou chromato-

grafií. Jedna z metod by měla esterifikovat pouze mastné kyseliny vázané, druhou metodou 

by měly být na methylestery převedeny jak vázané, tak i volné mastné kyseliny. Volné 

mastné kyseliny ve vzorku extrahovaného tuku lze analyzovat a vyhodnotit jak kvalitativ-

ně, tak i kvantitativně na základě retenčního času a plochy elučních křivek na chromato-

gramu.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 TUKY A OLEJE 

Tuky a oleje jsou surovinami pro výrobu pokrmových tuků a olejů, margarínů a podobných 

výrobků. Jsou užitečné díky svým unikátním vlastnostem – chuti, roztíratelnosti a textuře. 

Hrají také důležitou roli v lidské výživě. Tuky a oleje jsou nejbohatším zdrojem energie ze 

tří základních složek potravy – sacharidů, proteinů a lipidů, kromě toho obsahují vitaminy 

rozpustné v tucích a esenciální mastné kyseliny. Přirozeně se vyskytují v mnoha různých 

zdrojích, mohou být živočišného nebo rostlinného původu. Všechny jedlé tuky jsou neroz-

pustné ve vodě a skládají se z esterů glycerolu a mastných kyselin. [1, s. 1] Jsou také ve 

významném množství obsaženy v mléčných výrobcích, mase, drůbeži, rybách, ořechách, 

rostlinných semenech a některých dalších potravinách. [2, s. 1, 41] 

Chemické a fyzikální vlastnosti tuků a olejů jsou do značné míry dány obsahem a pozicí 

mastných kyselin v molekule triacylglycerolu. Z chemického hlediska jsou všechny tuky a 

oleje estery glycerolu a mastných kyselin, přesto se fyzikální vlastnosti přírodních tuků a 

olejů mohou značně lišit podle obsahu mastných kyselin a individuální struktury. Běžně 

jsou tuky označovány jako triacylglyceroly nebo triglyceridy, protože molekula glycerolu 

má tři hydroxylové skupiny, na které mohou být navázány mastné kyseliny. Mastné kyse-

liny se liší délkou řetězce, množstvím a pozicí dvojných vazeb a pozicí mastné kyseliny v 

molekule triacylglycerolu. Variace těchto vlastností jsou zodpovědné za rozdíly ve vlast-

nostech tuků a olejů. Triacylglyceroly se třemi identickými mastnými kyselinami se ozna-

čují jako jednoduché, naopak triacylglyceroly obsahující různé mastné kyseliny se nazývají 

smíšené. Zastoupení mastných kyselin v přírodních tucích je odlišné v závislosti na původu 

tuku, tedy na rostlinném či živočišném druhu, ze kterého lze daný tuk získat. Rozdíly lze 

dokonce nalézt i u tuků pocházejících ze stejného rostlinného či živočišného druhu. [1, s. 7, 

8] 

Tuky a oleje tvoří důležitou skupinu lipidů, liší se navzájem tím, zda jsou tuhé nebo kapal-

né při pokojové teplotě. Pojem lipidy zahrnuje heterogenní skupinu přírodních látek, kte-

rým je společná nerozpustnost ve vodě a dobrá rozpustnost v nepolárních organických roz-

pouštědlech. Mezi lipidy lze tedy zahrnout triacylglyceroly, diacylglyceroly, monoacylgly-

ceroly, volné mastné kyseliny, ale také fosfolipidy, steroly a estery sterolů, tokoferoly, 

triterpeny, uhlovodíky a vitaminy rozpustnými v tucích. [4, s. 1,2] 
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1.1 Složení tuků a olejů 

Jak už bylo řečeno, tuky se skládají z glycerolu a mastných kyselin. Podle délky řetězce 

rozlišujeme mastné kyseliny s krátkým, středně dlouhým a dlouhým řetězcem. Dále se 

mastné kyseliny liší přítomností dvojných vazeb. Mastné kyseliny obsahující pouze jedno-

duché vazby se označují jako nasycené, zatímco mastné kyseliny s dvojnými vazbami, 

případně trojnými vazbami, jako nenasycené. Součástí mastných kyselin mohou být také 

alicyklický nebo cyklický řetězec a polární funkční skupiny. [1, s. 265] Mastné kyseliny, 

které nejsou vázány ke glycerolu, se označují jako volné mastné kyseliny. V potravinách 

jsou zastoupeny zejména mastné kyseliny vázané k molekule glycerolu. Vysoké množství 

volných mastných kyselin se nachází v nerafinovaných olejích. Mezi běžné mastné kyseli-

ny obsažené v tucích a olejích patří kyselina butanová, laurová, palmitová, stearová, olejo-

vá a linolová.  [2, s. 6] 

1.1.1 Nasycené mastné kyseliny 

Nasycené mastné kyseliny obsahují pouze jednoduché vazby v uhlovodíkovém řetězci. 

Délka řetězce nasycených mastných kyselin se obvykle pohybuje mezi 4 až 24 atomy uhlí-

ku. V rostlinných olejích se vyskytují mastné kyseliny s délkou řetězce mezi 4 až 24 atomy 

uhlíku, zatímco v živočišných tucích můžeme nalézt mastné kyseliny s 15 až 17 atomy 

uhlíku v řetězci. Délka uhlovodíkového řetězce tedy může vypovídat i o původu tuků a 

olejů. Kromě některých výjimek je řetězec lineární. Nasycené mastné kyseliny jsou oproti 

nenasyceným méně reaktivní a mají vyšší bod tání při stejné délce řetězce. Bod tání závisí 

na stupni nasycení a délce řetězce. [1, s. 265, 267] 

Mastné kyseliny s krátkým řetězcem obsahují 2 až 6 atomů uhlíku v řetězci. Hovězí mléko 

obsahuje kolem 4 % kyseliny butanové, která připívá k chuti másla. V mléčném tuku jsou 

také obsaženy mastné kyseliny hexanová, oktanová a dekanová. Mastné kyseliny s krát-

kým řetězcem jsou kapalné při pokojové teplotě a snadno se odpařují při vyšších teplotách. 

[1, s. 267] 

Mastné kyseliny se středně dlouhým řetězcem mají 8 až 12 atomů uhlíku v řetězci. Meta-

bolizmus těchto kyselin je srovnatelný s metabolizmem kyselin s dlouhým uhlovodíkovým 

řetězcem, nicméně na rozdíl od kyselin s dlouhým uhlovodíkovým řetězcem se předpoklá-

dá, že nebudou tuky obsahující kyseliny se středním řetězcem ukládány v těle, ale odbou-

rány játry v podobě energie. [1, s. 267] 
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Nasycené mastné kyseliny se 14 až 24 atomy uhlíku v řetězci se řadí mezi mastné kyseliny 

s dlouhým řetězcem. Mastné kyseliny obsahující více jak 18 atomů uhlíku se zřídka vysky-

tují jako hlavní složka tuků a olejů. [1, s. 268] 

1.1.2 Nenasycené mastné kyseliny 

V uhlovodíkovém řetězci nenasycených mastných kyselin jsou přítomny dvojné vazby. 

Podle počtu dvojných vazeb rozlišujeme mononenasycené mastné kyseliny obsahující jed-

nu dvojnou vazbu a polynenasycené mastné kyseliny se dvěma a více dvojnými vazbami. S 

přítomností dvojné vazby souvisí polohová a prostorová izomerie. Polohová izomerie ur-

čuje polohu dvojné vazby v uhlovodíkovém řetězci, prostorová izomerie charakterizuje 

chování řetězců oddělených dvojnou vazbou. Pro většinu nenasycených mastných kyselin 

je typická cis- konfigurace, kdy jsou obě části řetězce na stejné straně roviny dvojné vazby, 

naopak u trans- konfigurace jsou části řetězce na opačné straně roviny dvojné vazby. Pří-

tomnost dvojných vazeb zvyšuje reaktivitu mastných kyselin, zvyšující se množství dvoj-

ných vazeb vede ke snížení bodu tání. [1, s. 269] 

1.1.2.1 Konjugovaná kyselina linolová 

V poslední době je předmětem značného zájmu výzkumných pracovišť i laické veřejnosti 

konjugovaná kyselina linolová (CLA). Jedná se o směs geometrických izomerů kyseliny 

linolové (C 18:2) s konjugovanými dvojnými vazbami. Tyto izomery mají dvojné vazby 

v konjugované poloze, což znamená, že nejsou odděleny methylenovou skupinou, jako je 

tomu u ostatních mastných kyselin se dvěma i více dvojnými vazbami. Dvojné vazby mo-

hou mít konfiguraci cis- i trans-. Největším zdrojem CLA je mléčný tuk, mezi další zdroje 

patří některé rostliny a mořské organizmy, hovězí, skopové a vepřové maso. V olejích se 

nachází pouze minimální množství. CLA může být připravena organickou syntézou, mi-

krobiální fermentací, enzymatickou izomerizací nebo pomocí genetického inženýrství. 

Obsah CLA lze zvýšit tepelnou úpravou především mléčných produktů. Izomerům CLA 

jsou často připisovány účinky spojené se snížením rizika obezity, vzniku rakoviny, one-

mocnění srdce, dále také pozitivní vliv na imunitní systém jedince, mineralizaci kostí a 

redukci tělesného tuku. Počáteční euforii z řady pozoruhodných účinků však vystřídalo 

jisté vystřízlivění, protože klinické pokusy vesměs nepotvrdily výsledky pokusů na zvířa-

tech. Příčinou však mohou být metodické problémy spojené s klinickými pokusy [1, s. 274, 

275] [[5, s. 1, 3, 32] 
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1.1.3 Minoritní složky přírodních tuků a olejů 

Primární složky přírodních tuků a olejů zastupují triacylglyceroly, ale přírodní tuky a oleje 

mohou obsahovat různá množství minoritních složek. Mnoho z nich je ovlivněno chemic-

kými a fyzikálními vlastnostmi. Minoritní složky tuků a olejů jsou nežádoucí, proto je nut-

né je při výrobě jedlých tuků odstranit. Mezi minoritní složky olejů se řadí nezmýdelnitel-

né frakce – fosfolipidy, tokoferoly, steroly, pryskyřice, uhlovodíky, pesticidy, proteiny a 

další. [1 s. 8] 

 

1.2 Charakteristika mléčného tuku 

Lipidy v hovězím mléce jsou tvořeny zejména triacylglyceroly (~98,3 %), dále diacylgly-

ceroly (0,3 %), monoacylglyceroly (0,03 %), volnými mastnými kyselinami (0,1 %), fosfo-

lipidy (0,8 %) a steroly (0,3 %). Přítomno je i stopové množství vitaminů a chuťových slo-

žek rozpustných v tucích a β-karotenu. Díky vysokému obsahu v mléčném tuku, triacyl-

glyceroly přímo ovlivňují vlastnosti mléka. Mléčný tuk může obsahovat různé kombinace 

triacylglycerolů lišících se molekulovou hmotností, stupněm nenasycenosti a počtem uhlí-

kových atomů. Rozmanitost triacylglycerolů je dána značným počtem nasycených i nena-

sycených mastných kyselin, které se mohou vázat na hydroxylové skupiny v molekule gly-

cerolu. V mléčném tuku jsou přítomny zejména nasycené mastné kyseliny s dlouhým ře-

tězcem a v menší míře také mastné kyseliny se středním a krátkým řetězcem. V mléčném 

tuku může být detekován značný počet různých mastných kyselin, avšak pouze 15 z nich je 

přítomno ve významném množství (Tab. 1). Tyto mastné kyseliny tvoří v mléčném tuku 

95 % celkového obsahu mastných kyselin. [6, s. 428] 
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Tab. 1: Mastné kyseliny přítomné v mléčném tuku [6, s. 429] 

 Název kyseliny 

Složení 

Typické zastoupení Rozsah hm. %      

 hm. % mol. % 

4:0 Máselná 3,9 10,1 3,1-4,4 

6:0 Kapronová 2,5 4,9 1,8-2,7 

8:0 Kaprilová 1,5 2,4 1,0-1,7 

10:0 Kaprinová 3,2 4,3 2,2-3,8 

12:0 Laurová 3,6 4,1 2,6-4,2 

14:0 Myristová 11,1 11,1 9,1-11,9 

14:1 Myristolejová 0,8 0,8 0,5-1,1 

15:0 Pentadekanová 1,2 1,1 0,9-1,4 

16:0 Palmitová 27,9 24,9 23,6-31,4 

16:1 Palmitolejová 1,5 1,4 1,4-2,0 

18:0 Stearová 12,2 9,8 10,4-14,6 

18:1  Olejová 17,2 13,9 14,9-22,0 

18:2 Linolová 1,4 1,1 1,2-1,7 

18:3 α-linolenová 1,0 0,8 0,9-1,2 

 

Mastné kyseliny představují přibližně 90 hmotnostních % mléčného tuku. Jsou zde vázány 

v acylglycerolech, fosfolipidech, glykolipidech nebo esterech chlesterolu, ale mohou se 

vyskytovat i ve volné formě. Mléčný tuk obsahuje oproti jiným tukům relativně vysokou 

koncentraci mastných kyselin s krátkým řetězcem, z nasycených kyselin s delším řetězcem 

převažuje kyselina palmitová, stearová a myristová. Z monoenových mastných kyselin je 

v mléčném tuku široce zastoupena kyselina olejová a mléčný tuk obsahuje také některé 

trans izomery monoenových mastných kyselin. Polyenové kyseliny zahrnují v mléčném 

tuku hlavně linolovou a α-linolenovou kyselinu a jejich geometrické izomery. Krátké 

mastné kyseliny jsou rozpustné ve vodě a mohou být přítomny v disociované formě 

v závislosti na pH vodné fáze mléčných výrobků. [7, s. 267, 268, 274] Mléčný tuk obsahu-

je více mastných kyselin než jiné tuky živočišného nebo rostlinného původu. Tuk kravské-

ho mléka může obsahovat více než 400 různých mastných kyselin. Většina těchto kyselin 

je přítomna ve velmi malém množství, ale některé z těchto minoritních kyselin jsou velmi 

důležité a spolu s dalšími sloučeninami (například laktony), vytváří unikátní chuť mléč-

ných výrobků. Největší vliv na zastoupení mastných kyselin v  mléce má krmení hovězího 

dobytka. Běžně obsahuje kravské mléko kolem 3,7 % tuku. Mléčný tuk je dostupný ve 

dvou formách: bezvodý máselný tuk a máselný olej. Bezvodý máselný tuk je oddělený 

přímo z mléka nebo ze smetany, máselný olej je mléčný tuk vyrobený odstraněním vody 

z másla. Máslo obsahuje minimálně 80 % mléčného tuku. [1, s. 58] [8] 
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Mléčný tuk je ve formě kuliček obklopených membránou, která působí jako přírodní barié-

ra izolující lipolytické enzymy od tuku. Při porušení fyzikálními vlivy (například při ho-

mogenizaci), se zvyšuje lipolýza. [9, s. 4546] Volné mastné kyseliny se objevují již 

v čerstvém mléce a lipolýzou se jejich množství zvyšuje. Mastné kyseliny s krátkým řetěz-

cem jsou rozpuštěné v plazmě, zatímco mastné kyseliny s dlouhým řetězcem v tuku. 

Ostatní mastné kyseliny jsou rozloženy mezi těmito dvěma frakcemi v mezifázovém roz-

hraní voda-olej. [10, s. 56, 57]  
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2 VÝZNAM MIKROORGANIZMŮ V MLÉCE A MLÉČNÝCH 

VÝROBCÍCH 

Složky mléka prochází mnoha biochemickými změnami, z nichž mnohé jsou výsledkem 

metabolizmu mikroorganizmů. Viskozita mléka je relativně nízká, hodnota pH se pohybuje 

kolem 6,7. Vodní aktivita je vysoká, hodnota vodní aktivity dosahuje 0,993. Žádná z těchto 

vlastností nebrání růstu mikroorganizmů v mléce. Pro celou řadu mikroorganizmů je mléko 

téměř ideálním substrátem o vysokém obsahu živin. [10, s. 7] 

V podstatě lze rozlišovat tři typy degradativních změn způsobených mikroorganizmy a 

ovlivňujících chuť mléka a mléčných výrobků. Jedná se o lipolýzu a metabolizmus triacyl-

glycerolů, proteolýzu kaseinu a oxidaci kyseliny mléčné. [11, s. 168] Schéma uvedených 

reakcí je zachyceno na obrázku 1. Metabolity jednotlivých reakcí jsou aromatické a chuťo-

vé sloučeniny, které dodávají potravinám specifické vlastnosti. Volné mastné kyseliny jsou 

nejdříve oxidovány na β-ketoacylkoenzym A, který následně působením thiolázy přechází 

na β-ketokyselinu a ta je rychle dekarboxylována β-ketoacyldekarboxylázou za vzniku 

methylketonu obsahujícím o jeden uhlík méně než předchozí mastná kyselina. Methylke-

tony mohou být dále redukovány na sekundární alkoholy, například heptan-2-ol. Mastné 

kyseliny mohou být katabolizovány některými mikroorganizmy peroxisomálním β-

oxidačním systémem na hydroxykyseliny. Hydroxylované mastné kyseliny mohou být také 

vytvořeny z nenasycených mastných kyselin působením mikrobiální hydratázy nebo lipo-

xygenázy. Jsou přímými prekurzory laktonů, velmi důležitou skupinou chuťových slouče-

nin. Transformace hydroxylovaných kyselin na laktony může být způsobena mikroorga-

nizmy nebo změnou pH. [12, s. 67] 
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Obr. 1: Schéma vzniku chuťových sloučenin [13] 

 

Mléko je dobrým prostředím pro růst mikroorganizmů díky neutrálnímu pH, komplexu 

biochemických složek a vysoké vodní aktivitě. [14 s. 447] Mléčný tuk je navíc dobrým 

zdrojem živin a energie nejen pro savce, ale také pro mikroorganizmy. Proto se v mléce 

přirozeně vyskytuje široké spektrum mikroorganizmů zahrnující gramnegativní a grampo-

zitivní bakterie, plísně i kvasinky. Při dojení mléka musí být dodržovány hygienické pod-

mínky, aby nedošlo ke znehodnocení mléka mikroorganizmy přítomnými ve struku nebo 

na jeho povrchu. Mezi mikroorganizmy kontaminující mléko a mléčné výrobky patří i 

plísně, například plísně rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium. [15 s. 39]  

Původ mikroorganizmů je různý. Mikroorganizmy přítomné v čerstvém mléku pochází 

z těla dojnice, nebo se mohou dostat do mléka při dojení, skladování nebo z transportního 

zařízení a okolního prostředí. Čerstvé mléko obsahuje určité látky působící inhibičně na 

mikroorganizmy. Tato inhibiční schopnost není však natolik silná, aby mléko chránila před 

další kontaminací. Za několik hodin mizí. Množství mikroorganizmů v mléce se pohybuje 

řádově 10
3
 CFU/ml v čerstvě nadojeném mléce zdravých dojnic. Výrazně jiný charakter 

má mléko získané od nemocných krav, hlavně od zvířat postižených mastitidou. Onemoc-
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nění vede k tomu, že mléko obsahuje vysoká kvanta patogenních mikroorganizmů, dosahu-

jících hodnot až 10
7
 CFU/ml. Bývají to Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Pseudomonas aeruginosa a koliformní mikroorganizmy, někdy i salmonely. Mléko nesmí 

obsahovat patogenní mikroorganizmy. Druhy mikroorganizmů, které mohou být přítomny 

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

 

 

Obr. 2: Možné zdroje mikroorganizmů kontaminujících mléko [14, s. 448] 

 

Mikroorganizmy přítomné v mléce mohou být rozděleny do tří skupin: na mikroorganizmy 

využívající se při výrobě fermentovaných mléčných výrobků, mikroorganizmy způsobující 

znehodnocení potravin, živočišné patogeny a producenty toxinů. Z obr. 2 je patrné, že 

v mléce jsou zastoupeny bakterie a to jak gramnegativní, tak grampozitivní, sporotvorné a 

bakterie mléčného kvašení, ale také plísně a kvasinky. [14, s. 447] 
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Obr. 3: Zastoupení mikroorganizmů běžně přítomných v mléku [14, s. 449] 

 

Na výrobě fermentovaných mléčných výrobků, například jogurtů a sýrů, se podílí různé 

druhy mikroorganizmů s cílem metabolizovat laktózu, laktát a citrát za vzniku aromatic-

kých sloučenin nebo oxidu uhličitého, vytvořit požadovanou chuť a texturu potravin. [26] 

Důležitými mikroorganizmy při výrobě fermentovaných mléčných výrobků jsou bakterie, 

plísně a kvasinky produkující kyselinu mléčnou. Téměř všechny typy fermentovaných 

mléčných výrobků, jako sýr, jogurt a kefír jsou založeny na aktivitě bakterií mléčného kva-

šení. Bakterie mléčného kvašení se využívají jako startérové kultury a jsou tedy primární-

mi mikroorganizmy potřebnými k výrobě fermentovaných mléčných výrobků. Jako starté-

rové kultury ve fermentovaných mléčných výrobcích se uplatňují zejména rody Lacto-

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

Startérové kultury jsou tedy vybrané mikroorganizmy záměrně přidané do mléka s cílem 

vyvolat a provádět požadovanou fermentaci s definovanými vlastnostmi při výrobě fer-

mentovaných mléčných výrobků. Hrají důležitou roli ve vývoji chuti a textury. Většina 

fermentovaných mléčných výrobků osahuje 2 až 4 kmeny bakterií mléčného kvašení pro-

dukující chuťové látky. V některých výrobcích se fermentace účastní také plísně a kvasin-

ky. Díky produkci kyseliny mléčné se startérové kultury podílí na inhibici nežádoucích 

mikroorganizmů, které nejsou schopny odolávat nízkému pH. Kromě toho mají startérové 

kultury i další funkce a to proteolytickou a lipolytickou aktivitu vedoucí k tvorbě chuťo-

vých a aromatických látek. [27, s. 39, 40] [18, s. 39]  
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Chuť je základním kritériem spojeným s kvalitou potravin. Vyplývá z komplexní směsi 

aromatických sloučenin, které zahrnují netěkavé a těkavé sloučeniny. [19, s. 751] Chuťové 

a aromatické sloučeniny v potravinách lze rozdělit do tří skupin: primární, sekundární a 

nežádoucí. Primární aromata jsou produkovány zejména enzymaticky katalyzovanými re-

akcemi v syrových potravinách, sekundární aromata vznikají termálními reakcemi při vý-

robě a jsou také výsledkem mikrobiální aktivity při fermentaci. Nežádoucí aromatické a 

chuťové látky zahrnují sloučeniny různého původu, které zhoršují přirozenou chuť potra-

vin.  

Enzymy mohou být produkovány mikroorganizmy záměrně přidanými během výrobního 

procesu s cílem tvorby požadovaného aroma a chuti potravin. Mohou být také přítomny v 

surovinách jako důsledek činnosti mikroorganizmů. Přestože mikroorganizmy jsou inhibo-

vány tepelným zpracováním, enzymy zůstávají aktivní. [20, s. 125] Mikroorganizmy jsou 

schopny produkovat hydrolytické enzymy, jako jsou proteázy, peptidázy, lipázy, glukaná-

zy, amylázy a další. Enzymatické reakce jsou velmi důležité u zrajících masných výrobků 

a sýrů. Substrátová specifita enzymů se značně liší mezi jednotlivými druhy a kmeny mi-

kroorganizmů, což je dáno rozmanitostí startérových kultur. Rozmanitost chuťových meta-

bolitů jako diacetyl, acetaldehyd, acetát a formát také značně přispívá k rozmanitosti vyu-

žívaných mikrobiálních kultur. [21, s. 15]  

 

2.1 Lipolytická aktivita mikroorganizmů v mléčných výrobcích 

Při lipolýze triacylglycerolů, dochází ke vzniku volných mastných kyselin a parciálních 

glycerolů, monoacylglycerolů a diacylglycerolů. Tato reakce je obvykle způsobena pří-

tomností lipolytických enzymů. [20, s. 125] Lipolytické enzymy zahrnují esterázy a lipázy, 

které mají rozdílné vlastnosti a specifitu. Esterázy hydrolyzují estery s délkou řetězce mezi 

dvěma až osmi atomy uhlíku, zatímco lipázy hydrolyzují řetězce s minimálně deseti atomy 

uhlíku. [22, s. 85] Esterázy jsou aktivní ve vodných roztocích, zatímco lipázy jsou aktiv-

nější na rozhraní vodné a olejové fáze. Specifita lipolytických enzymů je řízena třemi fak-

tory: molekulárními vlastnostmi enzymů, složením substrátu a faktory ovlivňujícími vazby 

enzymu k substrátu. [23, s. 260]  

Hydrolýzou mléčných triacylglycerolů mohou vznikat mastné kyseliny podílející se na 

tvorbě jak žádoucí, tak i nežádoucí chuti mléčných výrobků. Mastné kyseliny s krátkým 
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řetězcem, jako kyselina butanová, kapronová (C6), a kaprylová (C8) dávají ostrou a kyse-

lou chuť. Mastné kyseliny se středně dlouhým řetězcem, jako kaprinová (C10) a laurová 

mají tendenci rozšiřovat mýdlovou chuť, zatímco mastné kyseliny s dlouhým řetězcem, 

jako myristová, palmitová a stearová přispívají k chuti málo. Mimoto volné mastné kyseli-

ny nejsou jenom hlavními chuťovými složkami v mléčných produktech, ale také prekurzo-

ry pro jiné relativně intenzivní chuťové složky, jako acetoacetát, β-ketokyseliny, methylke-

tony, estery a laktony. Nenasycené mastné kyseliny, které vznikají během lipolýzy jsou 

citlivé na oxidaci a vznik aldehydů a ketonů, které vedou k nežádoucím chutím popisova-

ným jako lojovitá nebo kovová. Mezi jiné nežádoucí chutě patří žluklá, hořká, nečistá, mý-

dlová a svíravá v mléku a mléčných výrobcích. [24, s. 268]  

Problémy způsobené lipolytickou aktivitou mikroorganizmů v potravinách mohou 

být různé v závislosti na charakteru přítomného tuku. Některé volné mastné kyseliny 

jsou z hlediska chuti výsledného produktu přijatelnější, než jiné. Například kyselina 

butanová (máselná), která je součástí mléčného tuku, i při nízkých koncentracích 

poskytuje příjemnou máslovou chuť. S rostoucí koncentrací přechází chuť přes 

mléčnou po sýrovou a je žádoucí pouze u některých druhů výrobků. Sýrové příchutě 

nejsou žádoucí například v cukrovinkách. Reakce na jednotlivé chutě jsou individu-

ální a značně se liší. Další mastná kyselina, jejíž vyšší obsah je problematický, je 

kyselina laurová. Kyselina laurová je součástí kokosového nebo palmojádrového 

oleje. Pokud lipáza působí na triacylglycerol obsahující kyselinu laurovou, vznikne 

volná kyselina laurová, která dodává výrobku mýdlovou chuť.  

[20, s. 125] 

Z hlediska tvorby aromatických sloučenin je významná i oxidace mastných kyselin vznik-

lých lipolýzou. Ty mohou být trasformovány na methylketony a hydroxykyseliny, které 

mohou konvertovat na laktony. Vznik volných mastných kyselin v potravinách je význam-

ný především v mléčných výrobcích. V mléčných výrobcích, zejména sýrech, většinou 

nedochází k oxidaci lipidů, kvůli přítomnosti antioxidantů a nízkému redoxnímu potenciá-

lu. Naopak je pro vytvoření chuťových sloučenin klíčová enzymatická hydrolýza (lipolýza) 

triacylglycerolů na parciální estery a volné mastné kyseliny. [22, s. 7, 85]  

Mezi faktory, které ovlivňují lipolytickou aktivitu, lze zahrnout například charakter tuku, 

složení potravin a přístup kyslíku. Pozice, ve které jsou mastné kyseliny připojeny 

k molekule triacylglycerolu a struktura mastných kyselin, také ovlivňují lipázovou specifi-

tu mikroorganizmů. Produkce a aktivita lipáz, které by mohly vést ke zhoršení kvality po-
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travin, může být inhibována přítomností mastných kyselin, lipidů, sacharidů a proteinů v 

médiu. Náchylnost různých triacylglycerolů k lipolýze závisí mimo jiné na velikosti částic 

emulgovaných tuků. [25, s. 134] 

Mikrobiální lipázy se uplatňují nejen při výrobě potravin, ale využívají se také v mnoha 

jiných aplikacích zahrnujících organické syntézy, biokonverze, výrobu detergentů, 

v papírenském a oleochemickém průmyslu, kosmetice a medicíně. Většina komerčně vý-

znamných lipáz je produkována mikroskopickými houbami rodu Candida, nebo druhy 

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

2.1.1 Sýry 

Sýr je mléčný výrobek získaný nejčastěji z kravského, ovčího nebo kozího mléka koagula-

cí kaseinu. Jedná se o velmi výživnou potravinu s širokým rozsahem chuťových a textur-

ních vlastností. [16, s. 42] S výjimkou čerstvých sýrů textury tvarohu a sýrů s obsahem 

soli, jsou tvarované a lisované ve formách před skladováním a zráním. [12, s. 61] Slouče-

niny, které přispívají k chuti sýrů, jsou přidané nebo produkované během výroby, případně 

formované jako důsledek mnoha biochemických změn během zrání sýrů. Při tvorbě aroma-

tických sloučenin hraje významnou roli lipolýza mléčného tuku. [27, s. 123]  

Chuť čerstvých sýrů, které jsou konzumovány ihned po výrobě, je výsledkem činnosti star-

térových bakterií a je tvořena především diacetyly, případně acetaldehydy. Chuť zrajících 

sýrů je výsledkem interakce startérových bakterií, mléčných enzymů, enzymů syřidla, lipáz 

a sekundární flórou. [28, s. 79] Během zrání sýrů, se objevuje velké množství chuťových 

složek jako výsledek biochemického procesu, který zahrnuje proteolytickou a lipolytickou 

degradaci složek mléka. [9, s. 4545] Mastné kyseliny s krátkým a středně dlouhým řetěz-

cem mají relativně nízké prahy vnímání, a proto nejvíce přispívají k chuti. [29] Mastné 

kyseliny jsou prekurzory mnoha chuťových vlastností produkovaných biochemickými re-

akcemi. Estery, které mají ovocnou příchuť, jsou tvořeny přímou esterifikací nebo alkoho-

lýzou. Esterifikace je tvorba esteru z alkoholu a karboxylové kyseliny, alkoholýza je pro-

dukce esteru z alkoholu a acylglycerolu nebo alkoholu a acyl-CoA. Methylketony jsou 

tvořeny enzymatickou oxidací volných mastných kyselin na β-ketokyseliny a jejich ná-

sledné dekarboxylace na methylketony. Aldehydy jsou produkovány katabolizmem mast-

ných kyselin nebo aminokyselin dekarboxylací nebo deaminací. Aldehydy jsou přechodné 

sloučeniny a neakumulují se v sýrech, protože jsou rychle přeměněny na alkoholy nebo 

příslušné kyseliny. [18, s. 153, 154]  
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Množství volných mastných kyselin nahromaděných v průběhu zrání je považována za 

celkovou míru lipolýzy a je velmi variabilní v závislosti na druhu sýru, použitých bakteri-

ích mléčného kvašení a sekundárních kulturách, typu syřidla, době zrání, výrobní techno-

logii a jiných faktorech. [9, s. 4545] Volné mastné kyseliny jsou důležitými aromatickými 

sloučeninami ve většině sýrů, kde přispívají ke štiplavé, mýdlově zatuchlé až voskovité, 

sýrové chuti a chuti s ovocnými tóny. Vyplývají z částečné hydrolýzy esterové vazby mezi 

mastnými kyselinami a glycerolem pomocí lipolytických esteráz. [19, s. 751]  

Ve vývoji vyváženého aroma a chuti hrají významnou roli především mikroorganizmy. 

Sýry obsahují komplexní mikroflóru zahrnující bakterie, plísně a kvasinky. Mikroflóru je 

možné rozdělit do dvou skupin: startérové kultury a sekundární kultury. Obě skupiny při-

spívají k tvorbě aroma, chuti a textury. [18, s. 113] V mlékárenském průmyslu se startéro-

vé kultury dělí do dvou skupin: nedefinované a definované. Nedefinované startérové kultu-

ry jsou směs neznámého počtu typů bakterií mléčného kvašení. Tyto směsi kmenů se vyvíjí 

z kultur, které produkují dobrou kvalitu sýrů. Běžně se využívají mezofilní startérové kul-

tury. [30, s. 92]  

Startérové kultury zajišťují okyselení, tedy snížení pH, sekundární mikroflóra hraje vý-

znamnou roli při zrání sýrů a tvorbě požadované chuti. Mezi běžné startérové kultury patří: 

Lactococcus lactis, Streptococcus termophilus, Lactobacillus helveticus a Lactobacillus 

delbrueckii. [15, s. 43] Jako startérové nebo sekudární kultury se mohou uplatňovat také 

plísně. Hlavní role plísní je zvýšit chuť, aroma a upravit tělo a strukturu sýru. Ve zrajících 

sýrech se rozvíjí sekundární mikroflóra jak uvnitř, tak na povrchu sýru. [31, s. 50] Plísně 

jsou známé zejména jako producenti enzymů s vysokou lipolytickou aktivitou. Některé 

plísně jsou také známí producenti různých aromatických látek, z nichž nejvýznamnější jsou 

alkoholy a organické kyseliny. [32] 

Některé druhy sekundární mikroflóry mohou být považovány za škodlivé a zhoršují kvalitu 

sýrů, ale většinu lze považovat za prospěšné. Jejich kombinací a asociací s bakteriemi 

mléčného kvašení, jejich enzymy a enzymy přirozeně se vyskytující v syrovém mléce za-

jišťují požadované vlastnosti sýrů. Produkují charakteristické chuťové složky a texturu 

typickou pro určitý druh sýru. Sekundární flóra zahrnuje kvasinky, plísně a bakterie. Jsou 

využívány k lepší kontrole průběhu zrání a snížení rizika znehodnocení. [31, s. 50] Mikro-

organizmy jsou využívány při výrobě sýrů na podporu rozvoje kyseliny během výroby a 

také tvoří texturní a chuťové vlastnosti. Produkce kyseliny během výroby sýrů vede k vy-

tvoření gelu z mléčného kaseinu. Vývoj kyseliny v celém procesu výroby sýru podporuje 
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koncentraci syřidla a vyloučení vlhkosti synerezí. Růst nežádoucích a patogenních bakterií 

je potlačen snížením pH. Rozsah vývoje kyseliny ovlivňuje texturní vlastnosti a také po-

skytuje správné podmínky prostředí, které umožňuje vývoj chuťových látek. Mikroorga-

nizmy, jejichž hlavní úlohou není produkce kyselin, jsou využívány k vývoji chuťových 

látek a texturních vlastností sýrů. [31, s. 93]  

Hydrolýza triacylglycerolů na volné mastné kyseliny, mono- a diacylglyceroly způsobená 

lipázami je běžně uváděná jako lipolýza. Spontánní lipolýzou v mléku a sýrech mohou 

vznikat nežádoucí nebo nevýrazné chutě. Proto je nežádoucí u všech sýrů, dokonce i u 

těch, kde je výrobní proces navržen tak, aby podporoval hydrolýzu přídavkem exogenních 

lipáz a lipolytických kultur. Lipolýza v syrovém mléku je mnohdy způsobena účinkem 

přirozeně se vyskytující lipoproteinové lipázy. Lipoproteinová lipáza je v podstatě úplně 

inaktivována působením konvenčního pasteračního záhřevu, proto málo přispívá k lipolýze 

v mléku a sýrech, nejsou-li tukové kuličky v mléku poškozeny. V případě poškození tuko-

vých kuliček by došlo ke kontaktu lipázy s mléčným tukem a tedy k lipolýze. [33, s. 1989, 

1990] Její lipolytický účinek proto hraje významnou roli ve vývoji příchutí v sýrech 

z čerstvého mléka. [28] Mléčná lipáza je přítomna v sýrech v různém množství, které je 

dáno teplotou a dobou tepelného ošetření, a přispívá k degradaci triglyceridů zvláště bě-

hem časného stadia zrání sýrů. [34, s. 160] Aktivita lipolytických enzymů a fyzikálně che-

mický stav tukové frakce v matrici sýru je tedy primárně zodpovědný za rozsah lipolýzy. 

[9, s. 4546] Lipolytické enzymy přítomné v sýru mohou pocházet z mléka, syřidla, starté-

rových kultur, non-startérových LAB a exogenních enzymatických přípravků. [29] Hlav-

ními zdroji esteráz v sýru jsou mikroorganizmy. [19, s. 751]  Lipolýza je důležitá zejména 

v modrých sýrech, kde produkuje charakteristické aromatické sloučeniny, hlavně me-

thylketony, které jsou měřítkem kvality. Lipolýzu v sýrech způsobují zejména lipázy plís-

ňových startérových kultur rodu Penicillium, ale pozitivní efekt při produkci aromatických 

složek mají také kvasinky, které mohou být přítomny v sýrech. [34, s. 159] Kvasinky při-

spívají k vytvoření typického aroma a textury sýrů svou schopností štěpit laktózu, proteiny, 

lipidy a některé organické kyseliny. Na druhou stranu působí v mnoha druzích sýrů jako 

kontaminanty. [35, s. 55] 

Kvalita sýru je ovlivněna druhem mléka, výrobní technologií a komplexními změnami v 

průběhu zrání, způsobenými původními mléčnými enzymy, startérovými kulturami, a 

sekundární mikroflórou. [36, s. 595] Mikrobiální znehodnocení sýrů může být způsobeno 

jak bakteriemi, tak plísněmi nebo kvasinkami, ale typ znehodnocení závisí hodně na cha-
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rakteristice individuálních druhů sýrů. [37, s. 67, 68] Ke znehodnocení sýrů, dochází méně 

než ke znehodnocení mléka, díky nízkému pH, nízké vodní aktivitě odstraněním syrovátky 

a rozpuštění soli ve zbývající vlhkosti. [38, s. 336] Výsledkem mohou být vizuální i orga-

noleptické defekty, buď na povrchu, nebo uvnitř sýru. [37, s. 67, 68] Růst plísní a kvasinek 

je následovaný růstem proteolytických a lipolytických bakterií, které tvoří tvarohovitou 

konzistenci, produkují plyny a rozvíjí charakteristické pachy hniloby. [38, s. 336] Znehod-

nocení plísněmi je obvykle nepříjemné a některé druhy plísní mohou dokonce produkovat 

mykotoxiny. Mezi plísně, které se běžně podílí na znehodnocení sýrů, patří Penicillium, 

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

2.1.2 Významné plísně v mléčných výrobcích 

Taxonomie plísní je primárně založena na jejich morfologii a růstu na odlišných médiích. 

K růstu plísně upřednostňují substrát tvořený sacharidy, ale mohou také růst na médiích 

bohatých na bílkoviny, ve kterých využívají jako zdroj uhlíku aminokyseliny. [32] Mezi 

plísně, které se využívají při výrobě mléčných výrobků, zejména sýrů, patří především 

plísně rodu Penicillium. Stejně jako bakterie a kvasinky, také plísně se podílí na vývoji 

chuti a textury mléčných výrobků. Plísně, které kolonizují povrch fermentovaných mléč-

ných produktů, mají převážně oxidační aktivitu a schopnost metabolizovat kyselinu mléč-

nou. [12, s. 168] V mléce mohou být přítomny také plísně způsobující znehodnocení po-

travin nebo některé patogenní plísně. Patogenní plísně v mléce mohou způsobovat infekce 

nebo produkovat toxiny. Mnoho různých druhů plísní, například plísně rodu Aspergillus, 

Penicillium a Fusarium produkují v mléce a mléčných výrobcích mykotoxiny. Mykotoxiny 

jsou akutně toxické, karcinogenní, mutagenní, teratogenní, apod. [14, s. 447, 451] Ke kon-

taminaci mykotoxiny může dojít náhodným výskytem a růstem plísní v mléčných výrob-

cích, nebo také nekontrolovaným růstem plísní zajišťujících fermentaci, čemuž lze předejít 

dodržováním správné výrobní praxe. [39, s. 986] 

2.1.2.1 Rod Penicillium 

Při výrobě sýrů se nejčastěji využívají Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti. Na 

základě barvy a charakteristiky růstu, rozlišujeme bílé a modré plísně. Bílé plísně, známé 

jako Penicillium camemberti, rostou na povrchu sýrů. Modré plísně, Penicillium roquefor-

ti, rostou uvnitř sýrů. Mezi charakteristické rysy plísňových sýrů patří rozsáhlá proteoly-

tická a lipolytická aktivita. Tyto biochemické děje v konečném důsledku vedou k tvorbě 

prekurzorů pro typické chuťové složky sýrů. Klíčovou roli mají methylketony. Mezi množ-
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stvím vytvořených volných mastných kyselin a methylketonů existuje pozitivní korelace. 

Dalšími typickými sloučeninami jsou sekundární alkoholy, estery nebo aldehydy. Aroma je 

doplněno sloučeninami získanými proteolýzou. [30, s. 102, 103]  

Penicillium roqueforti a Penicillium camemberti mohou být považovány za hlavní činitele 

při lipolýze mléčného tuku, jež je součástí plísňových sýrů. Využití těchto plísní k výrobě 

sýrů má bohatou historii, jako startérové kultury se začaly využívat na začátku 19. století. 

Penicillium roqueforti se používá jako sekundární startérová kultura při výrobě sýrů s 

modrou plísní, ale mohou se také spontánně vyskytovat v mnoha potravinách a v některých 

typech sýrů mohou dokonce působit jako kontaminty. P. roqueforti roste i při vysoké kon-

centraci NaCl a nízké koncentraci kyslíku. Poměrně vysoká koncentrace CO2 je vhodná 

pro výrobu sýrů s modrou plísní. U různých komerčních kmenů P. roqueforti jsou velké 

rozdíly v proteolytické a lipolytické aktivitě. Lipolytické enzymy zajišťují charakteristic-

kou chuť sýrů s modrou plísní produkcí vysoké koncentrace metylketonů. [21, s. 39] 

Penicillium camemberti se používá jako startérová kultura k výrobě Camembertu a podob-

ných typů povrchově zrajících sýrů. Využití P. camemberti je vysoce omezené, slouží 

zejména k výrobě sýrů, zřídka se nachází u jiných potravin nebo v přírodě. Růst na po-

vrchu sýrů je umožněn díky vysoké toleranci k NaCl. P. camemberti spotřebovává laktózu 

a kyselinu mléčnou na povrchu sýru, čímž dochází k nárustu pH. [21, s. 39] Vzrůst pH se 

projeví ve vzhledu a textuře sýru. [32] Po vyčerpání laktátu nastává degradace kaseinu 

pomocí proteinázy, výsledkem je další vzrůst pH a uvolnění amoniaku. Kromě zmíněné 

proteolytické aktivity, také produkuje lipázy, které se podílí na tvorbě aroma. [21, s. 39] 

Penicillium roqueforti poskytuje dva typy lipáz, jedna z lipáz je aktivní při pH 7,5-8, pro 

druhou lipázu je optimální pH 9-9,5. Lipáza s nižším optimálním pH produkuje kyselinu 

kapronovou, zatímco lipáza s vyšším pH produkuje kyselinu butanovou. Penicillium ca-

memberti, produkuje extracelulární lipázu, jejíž optimální pH je 9 při 35 °C. Volné mastné 

kyseliny jsou prekurzory mnoha důležitých chutí a aromatických složek, jako metylketony, 

estery, alkany a sekundární alkoholy. Metylketony jsou nejdůležitější složkou chutí sýrů 

s modrou plísní, v nichž jsou zastoupeny ve vysoké koncentraci. Mohou být produkovány 

různými druhy rodu Penicillium a dokonce sporami. [40, s. 376] Methylketony nemusí být 

získávány pouze z volných mastných kyselin, ale také z ketokyselin přirozeně se vyskytu-

jících v nízké koncentraci v mléčném tuku nebo oxidací mononenasycených volných 

mastných kyselin. Spory P. roqueforty mohou oxidovat mastné kyseliny obsahující 4 až 12 

atomů uhlíku. Produkce methylketonů v sýrech je ovlivněna teplotou, pH, fyziologickým 
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stavem plísní a koncentrací volných mastných kyselin. [40, s. 377] Methylketony mohou 

být částečně redukovány na alkan-2-oly, které jsou také důležitou součástí chuti modrých 

sýrů. Těkavé sloučeniny charakterizující chuť zrajících sýrů s plísní na povrchu jsou utvá-

řeny startérovými bakteriemi, plísněmi rodu Penicillium a kvasinkami štěpícími laktát. 

Okt-1-en-3-ol poskytuje charakteristickou houbovou chuť v Camembertu a překrývá chuť 

methylketonů v modrých sýrech. [28, s. 80]  

Mikroflóra na povrchu plísňových sýrů je obzvláště složitá v případě sýrů vyrobených ze 

syrového mléka a podstupuje značné změny v průběhu zrání. Na začátku procesu výroby 

sýrů se v podstatě skládá z laktokoků použitých jako startérová kultura. Druhý den se za-

čne v kyselém prostředí rozvíjet mikroflóra složená z kvasinek a Geotrichum candidum a 

porůstá povrch sýru. Pátý nebo šestý den se objevují spory Penicillium camemberti. Porost 

plísní je hustý a nadýchaný, během dalších dnů postupně pokrývá povrch sýru. Povrch sýru 

je zcela pokrytý porostem plísní osmý až desátý den zrání. Růst Penicillium camemberti je 

doprovázen prudkým zvýšením pH, který umožňuje rozvoj bakteriální flóry citlivé na ky-

selost povrchu. [12, s. 193] 

2.1.2.2 Rod Aspergillus 

Rod Aspergillus zahrnuje široké množství druhů, které osidlují nejrůznější typy prostředí. 

Aspergillus oryzae je zdrojem mnoha enzymů a je využíván k produkci fermentovaných 

potravin, které mají své místo v lidské výživě. Aspergillus flavus je oportunně patogenní, 

běžná půdní plíseň převážně saprofytická, roste na odumřelých rostlinných tkáních v půdě. 

Mezi sekundární metabolity patří aflatoxiny, aflatrem, aflavinin, kyselina kojová, aspergi-

lová, paspalinin a jiné metabolity představující zdravotní riziko. [41, s. 81, 78] Aspergillus 

flavus může kontaminovat mnoho druhů potravin, včetně masných výrobků, mléka a sýrů. 

[42, s. 786] Mezi plísně rodu Aspergilus produkující lipázy patří také Aspergillus niger s 

velmi silnou lipolytickou aktivitou a širokou substrátovou specifitou. [43, s. 487] 

Plísně rodu Aspergillus mohou produkovat nízkou koncentraci mykotoxinů nebo jiných 

toxických metabolitů během výroby, distribuce a skladování. Celkově může být výskyt 

plísní akceptovatelný nebo neakceptovatelný v závislosti na tom, kdy, kde a proč plísně 

rostou. Růstu nežádoucích plísní může být zabráněno dodržováním hygieny, čistotou vý-

robního prostředí a zařízení, přídavkem konzervantů a ochranným obalem. [44, s. 780] 

Přímé kontaminaci mykotoxiny způsobené cíleným nebo náhodným výskytem plísní 

v potravinách lze tedy předejít dodržováním správné výrobní praxe. [45, s. 986] 
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Mykotoxiny jsou sekundární metabolity produkované plísněmi. Mezi mykotoxinogenní 

plísně vyskytující se v potravinách patří plísně rodu Aspergillus, Fusarium a Penicillium. 

Mykotoxiny, které mají největší význam v potravinách a krmivech, jsou aflatoxiny produ-

kované zejména Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus a Aspergillus nominus, nejčas-

těji Aflatoxin M1 a M2, monohydroxylované deriváty aflatoxinu B1 a aflatoxin B2 tvořený a 

vylučovaný v mléku savců. Aflatoxin M1 se může nacházet v mnoha produktech zahrnují-

cí dětskou výživu, sušené mléko, sýry a jogurty. [45, s. 141]  

2.1.3 Významné kvasinky v mléčných výrobcích 

Ve fermentovaných výrobcích se kvasinky účastní buď řízené fermentace pomocí známých 

kultur, nebo spontánní fermentace, kdy zdrojem kvasinek může být čerstvé mléko, výrobní 

zařízení nebo okolní prostředí. Jako startérové kultury se většinou používají jednotlivé 

kmeny k iniciaci procesu fermentace a následně k optimální produkci aroma. [21, s. 32] 

Kvasinky se dále uplatňují jako sekundární kultury v mnoha sýrech za účelem podpory 

růstu jiných mikroorganizmů, nebo k redukci výskytu nežádoucích plísní rodu Aspergillus, 

Mucor nebo Penicillium. Kvasinky přispívají k lipolýze, nejvyšší lipázovou aktivitu vyka-

zuje Yarrowia lipolytica. Produkují aromatické sloučeniny, etanol, aldehydy, estery a de-

gradují aminokyseliny na amoniak. Dalšími metabolickými pochody vznikají alkoholy, 

estery, methylketony a karbonylové sloučeniny. [40, s. 191, 192]  

Mnoho druhů kvasinek roste za aerobních a anaerobních podmínek. Zdrojem uhlíku jsou 

primárně sacharidy, které dále štěpí na alkoholy a oxid uhličitý, estery, organické kyseliny, 

aldehydy a ketony. Nejlépe popsaným druhem kvasinek podílejících se na fermentaci po-

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

Vliv kvasinek na mléčné produkty může být prospěšný nebo škodlivý. Některé druhy hrají 

významnou roli v produkci fermentovaných mléčných produktů a sýrů. Vytváří specifické 

aromatické látky, například etanol a oxid uhličitý v kefíru a kumysu, a přispívají k růstu 

bakteriálních startérových kultur na povrchu zrajících měkkých a polotvrdých sýrů. 

Nicméně růst kvasinek je v mnoha případech nežádoucí v mléce a mléčných produktech. 

Mezi negativní aspekty přítomnosti kvasinek v mléčných produktech patří silný růst kvasi-

nek v sýrech, který je příčinou vzniku nežádoucích příchutí jako je například příchuť alko-

holická, zemitá, zatuchlá, pikantní, žluklá, sladká a další. [46, s. 744, 750] 

Role kvasinek jako mikroorganizmů způsobujících kažení mléčných produktů je spojena 

s jejich výživovými požadavky, enzymatickou aktivitou a schopností růst za nízkých tep-
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lot, nízkého pH, nízké vodní aktivity a vysoké koncentraci soli. Kvasinky mohou kontami-

novat mléčné výrobky, což dokazuje například studie Tudora a Boarda (1993). Běžnými 

kontaminanty pasterizovaného mléka jsou Candida diffluens a Candida famata. Rhodoto-

rula glutinis a Rhodotorula rubra jsou částečně spojeny s produkty založenými na mléč-

ném tuku. Debaryomyces hanseni, Kluyveromyces marxianus var. lactis, Kluyveromyces 

marxianus var. marxianus a Saccharomyces cerevisiae se pojí se sýry. V jogurtech jsou 

důležitými kontaminty Candida famata, Candida krusei a Candida lusitaniae. [47, s. 758, 

759]  

2.1.3.1 Rod Candida 

Kvasinky rodu Candida se hojně vyskytují v přírodě i uměle vytvořeném prostředí. Odolá-

vají vlhkosti, vysoké koncentraci organických kyselin a etanolu, nízkým i vysokým teplo-

tám, vysoké koncentraci soli a cukru. Buňky různého tvaru rostou v krémově až žlutě 

zbarvených koloniích. Některé druhy jsou využívány k produkci různých biotechnologicky 

významných sloučenin, například vyšších alkoholů, organických kyselin, esterů, diacetylu, 

aldehydů, ketonů, kyselin a glycerolu. Proto se enzymy těchto kvasinek uplatňují při syn-

téze aromatických sloučenin. Lipáza Candida rugosa se používá k hydrolýze mléčného 

tuku. Kolonizuje různé druhy prostředí, výskyt je spojen zejména s rostlinami, hnijící ve-

getací, stonky rostlin a půdou. Candida stejně jako jiné kvasinky dominuje, pokud je bak-

teriálnímu kažení bráněno okyselením, vysokou koncentrací soli a cukru. Zhoršuje kvalitu 

potravin (zápach, biofilm, změna textury, produkce plynu) a tím může napomáhat dalšímu 

rozvoji kontaminující bakteriální i plísňové mikroflóry. [41, s. 367, 368, 371] 

Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica) se běžně nachází v masných výrobcích, například 

párcích, a v mléčných výrobcích, zejména sýrech, kde vytváří specifickou texturu a pří-

chuť. [48, s. 374] Je nepatogenní a obecně považovaná za bezpečnou, ale přesto může způ-

sobit znehodnocení potravin, některé kmeny mohou produkovat hnědý pigment melanin 

katabolýzou tyrozinu, což se projeví změnou barvy na povrchu sýrů. V potravinách produ-

kuje aromatické sloučeniny, organické kyseliny, polyalkoholy, emulgátory a povrchově 

aktivní látky. Yarrowia lipolytica dobře snáší přítomnost solí, nízké teploty, kyselé i zása-

dité pH. Produkuje několik typů lipáz a esteráz, nejvíce tedy přispívá k lipolytické činnosti 

spojené s procesem zrání sýrů. Lipolytická aktivita je silná i při nízkých teplotách. Tvoří 

tedy velké množství volných mastných kyselin: propionová, máselná, myristová, palmito-

vá, stearová a olejová. Některé z těchto volných mastných kyselin jsou odpovědné za sen-
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zorické vlastnosti. [49, s. 1-3] Přestože se Yarrowia lipolytica používá k produkci aroma-

tických a chuťových složek sýrů, v některých sýrech může produkovat nežádoucí aroma, 

například 2-phenylethanol, amoniak, sloučeniny síry a volné mastné kyseliny. [41, s. 376] 

Některé druhy rodu Candida způsobují znehodnocení mléka a mléčných výrobků, díky 

schopnosti štěpit kasein a tuk, růst v širokém rozmezí teplot, fermentovat laktózu a sa-

charózu. Tvoří sliz na povrchu sýrů, v jogurtech mohou způsobovat kvasnicovou a hořkou 

příchuť. Hlavními druhy způsobujícími znehodnocení sýrů jsou Candida famata, a mezi 

druhy způsobující znehodnocení jogurtů patří Candida famata, Candida versatilis a Can-

dida lusitaniae. [14, s. 454] 

2.1.3.2 Rod Saccharomyces 

Saccharomyces cerevisiae patří mezi nejpoužívanější fermentující mikroorganizmy. Je 

nejčastěji využívaná při výrobě pečiva nebo sladu, pro fermentaci vína, jako aditivum po-

travin a krmiv a také jako kultura pro tvorbu vyvážené chuti v mléčných a masných výrob-

cích. [21, s. 10] Rod Saccharomyces zahrnuje kvasinky se schopností silné anaerobní nebo 

semianaerobní fermentace cukrů za produkce etanolu a oxidu uhličitého. Saccharomyces 

cerevisiae můžeme nalézt na povrchu plísňových zrajících sýrů. Metabolizuje hexózy, ky-

selinu mléčnou a jiné organické kyseliny. Optimální pH růstu se pohybuje mezi 4,5-6,5. 

Kyslík je důležitý k udržování životaschopnosti, ale přežívá i za mikroaerofilních podmí-

nek. [18, s. 456] Může přispívat k tvorbě chuti během zrání sýrů interakcí se startérovými 

kulturami Penicillium roqueforti, čímž podporuje proteolýzu a lipolýzu. [47, s. 59] Sac-

charomyces cerevisiae podporuje růst Penicillium roqueforti, ovlivňuje tvorbu aroma a 

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

Znehodnocení mléka a mléčných výrobků se projevuje výskytem nežádoucích příchutí a 

pachů, změnami v textuře a vzhledu. Sacharomyces cerevisiae způsobuje také znehodno-

cení slazených a kyselých mléčných výrobků, například produkcí těkavých sloučenin 

v ovocných jogurtech. [14, s. 452, 454] 
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3 STANOVENÍ LIPOLYTICKÉ AKTIVITY MIKROORGANISMŮ 

Ke stanovení lipolytické aktivity mikroorganizmů slouží mnoho metod, například spektro-

fotometrie, chromatografie, turbidimetrie, titrační metody a měření povrchového napětí. 

Při analýze lipidů se uplatňují zejména chromatografické metody, obvykle ke kvantifikaci 

izolovaných volných mastných kyselin z přírodních triacylglycerolů, jejich parciálních 

esterů nebo smíšených tuků. Výhodou chromatografických metod je jejich citlivost, vše-

strannost a nízká cena. [6, s. 432, 440] Metody k měření lipolýzy v mléce a mléčných vý-

robcích jsou založeny na stanovení volných mastných kyselin získaných lipolytickou akti-

vitou mikroorganizmů produkujících lipázy, nebo přímo měřením lipolytické aktivity. Do-

stupné jsou i rychlé kvalitativní testy založené na průkazu přítomnosti lipolytických enzy-

mů. [50, s. 153] 

Hlavním problémem při měření lipolytické aktivity v mléce, nebo mléčných výrobcích je v 

podstatě přítomnost vysoké hladiny tuků, kravské mléko obsahuje 37 – 41 g/l tuku. Pro 

analýzu není vhodné využít přímé spektrofotometrie, protože produkty lipolýzy – volné 

mastné kyseliny a diacylglyceroly, případně monoacylglyceroly jsou spektrálně nezřetelné. 

Přesto je mnoho metod založených na přímém měření jednotlivých produktů; některé me-

tody jsou založeny na měření fyzikálně chemických změn indukovaných během reakce. 

Jiné metody vyžadují speciálně upravené substráty. [6, s. 432] 

Pro sledování lipolytické aktivity mikroorganizmů in vitro je klíčové použití stabilních 

reprodukovatelných emulzí obsahujících substrát lipolytických enzymů. Ke stabilizaci 

emulze je obvykle nutný přídavek surfaktantů, jejichž efekt se značně snižuje s časem. 

Proto je také doporučováno použití čerstvě připravených emulzí. Pro přípravu standardních 

emulzí by s jednotlivými složkami mělo být manipulováno za obdobných teplotních pod-

mínek a jednotlivé složky ani konečné emulze by neměly být vystaveny teplotám mimo 

rozsah 20 až 50 °C. I relativně malé rozdíly v postupu přípravy emulze mohou mít vliv na 

výsledek testu, například na dostupnost substrátu pro lipolytické enzymy. [6, s. 432] 
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3.1 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie je analytická separační metoda založená na principu oddělování 

složek vzorku na základě jejich afinity ke stacionární fázi. Jedná se o metodu kvalitativní a 

kvantitativní analýzy vzorku. [51, s. 10] Vzorky mohou být plynné, kapalné nebo pevné 

látky a mohou tvořit směsi obsahující široké spektrum chemických sloučenin. [52, s. 3] 

Pokud je vzorkem plyn, je začleněn do proudu inertního plynu – mobilní fáze, neboli nos-

ného plynu – unášející vzorek kolonou, v níž je obsažena stacionární fáze. Vzorek kapal-

ného charakteru je nejdříve zahříván a jeho páry jsou následně unášeny mobilní fází kolo-

nou. V koloně jsou složky vzorků děleny selektivní interakcí mezi stacionární a mobilní 

fázi. Složky vzorku dosáhnou výstupu z kolony v rozdílném čase. Doba, po kterou jednot-

livé složky vzorku setrvají v koloně, se nazývá retenční čas a je za daných podmínek cha-

rakteristickým rysem jednotlivých analytů, zatímco výška nebo plocha jednotlivých píků je 

úměrná množství analytu. [53, s. 1] 

Plynová chromatografie je nejpoužívanější metoda v analytické chemii, její oblíbenost a 

použitelnost je vysoká především díky bezproblémové rozlišovací schopnosti pro blízce 

příbuzné těkavé látky a díky vysoké senzitivitě a selektivitě zajišťované mnoha různými 

detektory. Plynová chromatografie je velmi přesná, a proto se běžně využívá při rutinních 

analýzách. [54, s. 1] Například při analýze tuků je běžně využívanou metodou ke kvantifi-

kaci triacylglycerolů, diacylglycerolů, monoacylglycerolů a extrahovaných volných mast-

ných kyselin, díky své univerzálnosti, citlivosti a relativně nízké ceně. [6, s. 440] 

3.1.1 Příprava vzorků 

Vzorky jsou často příliš zředěné nebo složené z mnoha látek, které mohou znesnadňovat 

analýzu pomocí kapilární plynové chromatografie. Aby bylo dosaženo požadovaných vý-

sledků, musí být vzorky před zahájením analýzy upraveny extrakcí, frakcionací, apod. Pří-

prava vzorků je časově náročná a vzorky mohou být kontaminovány nebo jinak znehodno-

ceny. Získání reprezentativního vzorku a jeho správné skladování je důležitá součást každé 

analýzy. [55, s. 3] První krok k identifikaci aromatických sloučenin musí být separace tě-

kavých látek, obvykle ve formě, ve které mohou být podrobeny plynové chromatografii. 

[9, s. 253] Při analýze tuků, respektive mastných kyselin plynovou chromatografií, je prv-

ním krokem analýzy extrakce založená na separaci tuku pomocí systému rozpouštědel, 

nebo separace prováděná bez použití rozpouštědel. Následně je nutné mastné kyseliny pře-

vést na methylestery metodami uvedenými níže v podkapitole. 
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3.1.1.1 Extrakce mléčného tuku 

Před samotnou analýzou se provádí extrakce lipidů standardními metodami. Extrakce pro-

bíhá v systému rozpouštědel isopropanol-petroleum ether nebo ethylalkohol-diethylether, 

případně jinými postupy izolující tuk z produktu. [56, s. 725] Často bývá prvním krokem 

před provedením extrakce mléčného tuku rozrušení proteinové membrány tukových kuli-

ček beze změny oxidačního stavu tuku. [58, s. 852] Extrakce mléčného tuku organickými 

rozpouštědly, následovaná transesterifikací pro vytvoření methylesterů a plynovou chro-

matografií představuje klasickou analýzu mastných kyselin. Metoda Hara a Radin (1978) 

používá směs hexanu a izopropanolu.  Tato několika stupňová metoda je vhodná pro malé 

množství vzorků, tedy doba analýzy a zařízení umožňuje zpracovat desítky vzorků denně. 

Pro zpracování vyššího množství vzorků se používá centrifugační separace tuku. [57, s. 

3785] Folch a Bligh & Dyerova metoda je založena na extrakci tuku z potravin pomocí 

systému rozpouštědel chloroform-methanol 2:1. Nevýhodou této metody je časová nároč-

nost. Standardní extrakční metoda (IDF Standard 1D) zahrnuje systém rozpouštědel slože-

ný z diethyletheru a petroletheru, a následně silnou alkalickou mineralizaci v kombinaci se 

záhřevem pro rozpuštění tukového a proteinového komplexu.  

Pro rutinní analýzy, například pro stanovení obsahu tuku v mléce, jsou využívány přede-

vším dvě rozpouštědla, diethylether a petrolether. Postup pro extrakci mléčného tuku vyu-

žívající tato rozpouštědla je součástí české technické normy ČSN EN ISO 1211 Mléko – 

stanovení obsahu tuku – Vážková metoda (Referenční metoda).  

Existuje i celá řada dalších extrakčních metod, avšak ty jsou velmi často časově náročné, 

vyžadují specifické vybavení nebo v některých případech škodlivá rozpouštědla. Nejsou 

tedy vhodné pro rutinní aplikace. [56, s. 852] Absolutní obsah volných mastných kyselin 

v tuku se extrakcí obvykle nezíská. [59, s. 725] Směs získaná extrakcí se skládá z různých 

skupin lipidů o rozdílné polaritě: triacylglyceroly, fosfolipidy, volné mastné kyseliny, ste-

roly a další. Při použití petroletheru jsou extrahovány pouze nepolární lipidy. Získané lipi-

dy jsou dále převedeny na methylestery mastných kyselin. [60, s. 285]  

3.1.1.2 Příprava methylesterů mastných kyselin  

Mastné kyseliny obsažené v tukovém extraktu jsou obvykle transformovány na methyleste-

ry a stanoveny plynovou chromatografií. Methylestery mastných kyselin mohou být při-

praveny několika stupňovou metodou zahrnující extrakci tuku s následnou transmethylací, 

nebo přímou methylací. Přímá methylace má mnoho výhod oproti metodám založeným na 
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extrakci, jako například malé množství vzorku a nízká spotřeba rozpouštědel. [59, s. 315] 

V literatuře je popsáno mnoho různých postupů pro přípravu methylesterů, z nichž nejvíce 

používanými jsou následující: methylace katalyzovaná kyselinami a zásadami, methylace 

fluoridem boritým, nebo také methylace s diazomethanem. První z těchto metod je vhod-

nější než ostatní z důvodu použití méně agresivních reakčních činidel. [60, s. 286] Dále se 

také pro přípravu methylesterů mastných kyselin z živočišných i rostlinných tuků používa-

jí: alkalicky katalyzovaná transmethylace, nebo alternativní postupy kysele katalyzované 

transmethylace glyceridů.  

Použitím alkalicky katalyzované transmethylace, nedojde k vytvoření methylesterů vol-

ných mastných kyselin přítomných v tuku. Touto metodou lze tedy vytvořit methylestery 

pouze z  mastných kyselin vázaných v molekule triglyceridů. Alkalicky katalyzovaná 

transmethylace se tedy používá v případě olejů, které nebyly upravovány frakcionací ani 

rafinací. Přítomnost volných mastných kyselin by způsobovala problémy při analýze ply-

novou chromatografií v identifikaci methylesterů na výsledném chromatogramu. [60, s. 1, 

2] 

Naopak methylace katalyzovaná kyselinami a zásadami je vhodná pro přípravu methyleste-

rů jak z vázaných, tak i volných mastných kyselin. Výběr metody tedy závisí na obsahu 

volných mastných kyselin v analyzovaném tuku. Alkalickou transmethylací dojde k zmý-

delnění volných mastných kyselin a následnou acidickou transmethylací jsou vzniklá mý-

dla převedeny na methylestery. Methylace fluoridem boritým se používá pouze ve výji-

mečných případech kvůli toxicitě fluoridu boritého. Získané methylestery jsou dále analy-

zovány pomocí plynové nebo kapalinové chromatografie, případně chromatografie na ten-

ké vrstvě nebo infračervené spektrofotometrie. [61, s. 2] 

3.1.2 Plynový chromatograf 

Prvním krokem vlastní analýzy je dávkování vzorků. Vzorky jsou dávkovány injekčními 

stříkačkami nebo automatickými dávkovači, přičemž rozlišujeme několik způsobů dávko-

vání. [51, s. 12, 13] Nástřik do kolony je základní metodou u náplňových kolon. [61, s. 11] 

Kapilární kolony pojmou omezenou kapacitu vzorku a průtoková rychlost nosného plynu 

je nízká, dávkování vzorku je obtížnější než v případě náplňových kolon. Nástřik s děličem 

toku může být použit hlavně pro extrémně malé šířky píků při vysoké kapacitě separace a 

pro vzorky ve formě zředěných roztoků, detekovatelnost je omezena malou částí vzorku v 

koloně. Příliš se nepoužívá u méně těkavých sloučenin. Techniky nástřiku bez děliče toku 
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byly vymyšleny k překonání některých nedostatků nástřiku s děličem toku pro analýzu 

směsi zředěných roztoků přeměnou velkých objemů vzorků v koloně. Průtok plynu přes 

dávkovač bez děliče toku je relativně pomalý a vzorky setrvávají v koloně dlouhou dobu. 

Odpařovací vstřikovač s programovatelnou teplotou je univerzálnější, má malou termální 

hmotnost umožňující rychlé ohřívání a chlazení. Pokroky v kolonové technologii umožňují 

vývoj studeného vstřikování vzorků do kolony, kde jsou vzorky smíchány s nosným ply-

nem ve vstupu do kolony a následně se odpařují. Pro udržení vzorků v plynném stavu po 

celou dobu analýzy slouží termostat, který udržuje dostatečně vysokou teplotu (teplotu pod 

bodem varu analytu) dávkovače kolony a detektoru. [61, s. 12, 13] Množství dávkovaného 

vzorku, většinou 1 – 2 μl, závisí na typu použité kolony. [62, s. 76] 

Kolona je nejdůležitější částí chromatografu, protože právě v koloně probíhá samotné dě-

lení směsi na jednotlivé složky. V koloně je umístěna stacionární fáze, v níž jsou zadržo-

vány jednotlivé složky směsi procházející kolonou v proudu nosného plynu. V plynové 

chromatografii je možnost použít náplňové nebo kapilární kolony založena na jejich síle 

separace, protože u náplňových kolon je širší výběr stacionárních fází, ale je limitována 

počtem teoretických pater. Kapilární kolony založené na adsorpci umožňují separaci slo-

žek s velmi nízkým bodem varu. [63, s. 17] Využití kapilárních kolon převažuje díky jejich 

lepšímu chromatografickému rozlišení. [61, s. 12] Pokud nejsou vzorky po nástřiku do 

kolony zadržovány stacionární fází, setrvají v koloně po dobu ekvivalentní průchodu mo-

bilní fáze kolonou. To odpovídá objemu, který zaujímá mobilní fáze v koloně děleného 

průtoku a shoduje se s časem, který rozpuštěné látky stráví v mobilní fázi, nezávisle na 

celkovém retenčním čase rozpuštěné látky. Složky jsou od sebe odděleny poutáním ke sta-

cionární fázi. [63, s. 4] 

Nosným plynem může být vodík, dusík, argon nebo helium. Použití jednotlivých plynů 

závisí na vlastnostech vzorku a inertním chování plynu vůči jeho složkám. Při výběru nos-

ného plynu je důležitá netoxicita, bezpečnost práce a nízká cena, navíc také druh kolony a 

detektoru. Průtok nosného plynu zařízením může být buď stálý, nebo se může podle potře-

by měnit pomocí regulačního zařízení. Součástí chromatografu také může být čisticí zaří-

zení, které odstraňuje nečistoty a nežádoucí plyny, zejména kyslík. [51, s. 11] 

Oddělené složky jsou po průchodu kolonou zaznamenány detektorem signalizujícím pří-

tomnost látek. Signál detektoru je dále zpracováván vyhodnocovacím zařízením, jehož 

výstupem je chromatografická křivka (chromatogram). Detektory jsou založeny na plyno-

vých ionizačních procesech, dále optických, elektrochemických a spektroskopických de-
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tekčních principech. Propojení moderních detektorů s kolonami obvykle není obtížné s 

výjimkou rychlé plynové chromatografie, kde objem detektoru a rychlost získání dat, ome-

zuje použití některých detektorů.  Plamenový ionizační detektor má malý objem hlavy, má 

vysokou citlivost pro téměř všechny sloučeniny obsahující uhlík. Ostatní detektory byly 

vyvinuty v reakci na potřebu detekce selektivních prvků nebo struktur a umožňují analýzu 

cílových sloučenin o nízké koncentraci ve vzorku. [61, s. 13, 14] 

3.1.3 Získávání dat 

Výstupem z chromatogramu je graf obsahující tzv. píky, neboli eluční křivky, které slouží 

ke kvantitativní analýze vzorků. Při vyhodnocování se uplatňuje jak výška a šířka píku, tak 

plocha píku. Dřívější orientační měření výšky a šířky píku pro výpočet jeho plochy, ne-

přesné zejména pro úzké píky, bylo nahrazeno zařízeními s možností zaznamenat chroma-

togram současně se zpracováním výsledků, okamžitě generovat výsledky popsány v tabul-

kách s mnoha informacemi, zahrnující výpočet plochy píku. [61, s. 14] Někdy se můžeme 

setkat s dělením píků. Dělení píků způsobují stejné složky objevující se jako dva píky. 

Tento problém je výsledkem dvojitého nástřiku vzorků, způsobeného přítomností roztoku 

na vnější straně jehly, nespojitým tlakem pístu, nebo změnou tlaku v průběhu nástřiku. 

První dva problémy lze snadno vyřešit stíráním jehly a nástřikem kontinuálním pohybem, 

zatímco řešení problému se změnou tlaku může být obtížné. Dělení píků není časté, ale čas 

od času se objeví. [62, s. 84] 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 METODY A METARIÁL 

4.1 Stanovení lipolytické aktivity mikroskopických hub kultivací na 

Spirit Blue agaru 

Pro stanovení lipolytické aktivity mikroorganizmů lze využít test založený na kultivaci 

mikroorganizmů na Petriho miskách se Spirit Blue agarem. Mikroorganizmy s vysokou 

lipolytickou aktivitou produkují lipázy štěpící triacylglyceroly v agaru na parciální acyl-

glyceroly a volné mastné kyseliny. Pozitivní výsledek je dán změnou barvy agaru, která je 

způsobena snížením pH vytvořenými volnými mastnými kyselinami.  

4.1.1 Použité mikroorganizmy 

Použité mikroorganizmy byly získány ze sbírky mikroorganizmů Ústavu inženýrství 

ochrany životního prostředí Fakulty technologické Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně. Jed-

nalo se o kvasinky a plísně druhů Aspergillus niger, Candida albicans,Penicillium camem-

berti, Penicillium candidum, Penicillium roqueforti, Penicillium vulpinum, Rhizopus sp. a 

Saccharomyces cerevisiae. 

4.1.2 Pomůcky a materiál 

Autokláv Varioklav H+P, Německo 

Automatická mikropipeta Biohit a Nichipet 

Denzilameter, Emo Brno, EU 

Digitální váhy, OHAUS, Švýcarsko 

Laboratorní pomůcky (kádinka, lžička, odměrný válec skleněné lahve, sterilní Petriho mis-

ky, sterilní zkumavky, sterilní kličky a hokejky, sterilní špičky na mikropipety) 

Magnetické míchadlo MM2A, Česká republika 

Plynový kahan 

Vortex Heidolph REAX top, Německo 

Kultivační média 

Spirit Blue Agar (Himedia) 

Saboroud Dextrose Agar (Himedia) 
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4.1.3 Postup práce 

4.1.3.1 Příprava zásobních kultur 

Prvním krokem bylo oživení zmrazených kultur kultivací na miskách se Saboroud Dextro-

se Agarem vhodným pro kultivaci plísní a kvasinek. Zaočkované misky byly kultivovány 

při laboratorní teplotě po dobu 7 dnů.  

Připraveny byly kultury mikroorganizmů Aspergillus niger, Candida albicans, Mucor sp., 

Penicillium camemberti, Penicillium candidum, Penicillium roqueforti, Penicillium vul-

pinum, Rhizopus a Saccharomyces cerevisiae. Zmrazené kultury byly očkovány vpichem 

(plísně) nebo křížovým roztěrem (kvasinky) na misky s kultivačním médiem. 

Pro přípravu kultivačního média bylo naváženo 26 g Saboroud Dextrose Agaru do skleně-

né lahve a rozpuštěno ve 400 ml destilované vody. Následně bylo připravené kultivační 

médium sterilizováno v autoklávu při teplotě 120 °C po dobu 15 minut. 

4.1.3.2 Příprava fyziologického roztoku 

Fyziologický roztok byl připraven navážením 3,6 g NaCl, rozpuštěním ve 400 ml destilo-

vané vody a sterilací v autoklávu při teplotě 120 °C po dobu 15 minut. 

4.1.3.3 Příprava inokula pro stanovení lipolytické aktivity 

Zásobní kultury byly přeneseny do připraveného sterilního fyziologického roztoku ve 

zkumavkách. Suspenze byla promíchána pomocí vortexu. Množství zásobní kultury odpo-

vídající zákalu o hodnotě 1 McFarlandovy stupnice bylo stanoveno denzilametrem.  

4.1.3.4 Příprava kultivačního média pro hodnocení lipolytické aktivity plísní a kvasinek 

Pro hodnocení lipolytické aktivity byl použit SBA (Spirit Blue Agar), ke kterému je nutné 

přidat substrát pro lipolýzu. Vhodným substrátem je dle doporučení výrobce emulze při-

pravená z olivového oleje a Tweenu 80. 

Spirit Blue agar pro hodnocení lipolytické aktivity mikroorganizmů byl připraven násle-

dovně: 

Bylo naváženo 12,9 g agaru a rozpuštěno ve 400 ml destilované vody. Následně byl roztok 

agaru sterilizován v autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 15 minut. Substrát pro lipolýzu 

byl připraven rozpuštěním 0,09 ml Tween 80 v 36 ml destilované vody při zahřívání. Dále 

bylo přidáno 9 ml olivového oleje za současného míchání, aby došlo ke vzniku emulze. 
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Po ochlazení sterilního Spirit Blue Agaru na teplotu 50 °C byl přidán substrát pro lipolýzu. 

Výsledná emulze byla nalita na Petriho misky. 

4.1.3.5  Kultivace mikroorganizmů na Spirit Blue Agaru 

Připravený Spirit Blue Agar byl zaočkován testovanými mikroorganizmy, v případě plísní 

byl agar očkován vpichem. Zaočkované misky byly kultivovány po dobu 7 dnů, během 

nichž byl pozorován růst kultur a změny indikující jejich lipolytickou aktivitu. 

Spirit Blue je barvivo, které působí jako indikátor lipolýzy. Lipázová činidla jsou zdroje 

tuků, jako například bavlníková mouka, smetana, olivový olej, apod. Připravené základní 

médium je modrý, čirý až mírně opalizující gel. Po přídavku lipázového substrátu se 

v Petriho miskách vytvoří levandulově zbarvený, slabě opalizující gel. Štěpením tuků lipo-

lyticky aktivními mikroorganizmy dochází k uvolňování mastných kyselin, což vede ke 

snížení pH. Snížením pH dojde ke změně zbarvení Spirit Blue Agaru nebo vytvoření zón 

kolem kolonií mikroorganizmů. Hodnota pH připraveného agaru se pohybuje mezi 6,6 - 7. 

4.1.4 Výsledky a diskuze 

Pro orientační stanovení lipolytické aktivity vybraných mikroorganizmů byla zvolena kul-

tivace na Spirit Blue Agaru s přídavkem lipolytického substrátu.   

Z testovaných mikroorganizmů vykazovaly výraznou lipolytickou aktivitu pouze druhy 

Aspergillus niger a Penicillium camemberti. Tyto mikroorganizmy byly vyhodnoceny jako 

lipáza pozitivní na základě změny barvy Spirit Blue Agaru z bledě modré na výraznou 

tmavě modrou barvu. U ostatních testovaných mikroorganizmů nebyly pozorovány výraz-

né barevné změny a test byl vyhodnocen jako negativní.  

Navzdory negativnímu výsledku při kultivaci na Spirit Blue Agaru, lze konstatovat, že je u 

těchto mikroorganizmů lipolytická aktivita známá a uplatňuje se v potravinářském průmys-

lu. Například Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti jsou běžně využívané při 

výrobě potravin, zejména sýrů, kde svou lipolytickou aktivitou zajišťují tvorbu chuťových 

a aromatických složek během zrání.  

Testovány byly dále také mikroorganizmy Penicillium candidum, Penicillium vulpinum, 

Rhizopus, Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans. U těchto mikroorganizmů se také 

nepodařilo prokázat lipolytickou aktivitu kultivací na Spirit Blue Agaru, ačkoliv některé 

z těchto mikroorganizmů jsou známé svou lipolytickou aktivitou. Po 7 denní kultivaci při 
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laboratorní teplotě byl na miskách patrný růst uvedených mikroorganizmů, avšak byla zde 

absence zón kolem kolonií nebo změna barvy agaru.  

4.1.5 Závěr 

Lipolytickou aktivitu se podařilo prokázat pouze u plísní Aspergillus niger a Penicillium 

camemberti. U plísní a kvasinek Penicillium vulpinum, Penicillium candidum, Penicillium 

roqueforti, Rhizopus, Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans byl patrný pouze růst 

na miskách se Spirit Blue agarem, na základě vizuálního hodnocení však nebylo možné 

prokázat pozitivní lipolytickou aktivitu. Tento test však lze označit spíše za orientační a 

metoda není příliš citlivá. Problematická může být i dostupnost tukového substrátu, vzhle-

dem k tomu, že je potřebné zabudování olejové složky do vodného roztoku.  

Pomocí kultivačního testu nelze vyvodit jak silná je lipolytická aktivita ani její bližší cha-

rakteristika. Toto orientační stanovení bylo provedeno jako předběžný test, na základě kte-

rého byly pro sledování lipolytické aktivity s využitím plynové chromatografie, zvoleny 

plísně Asergillus niger a Penicillium camemberti. 

Pro další testování byl zvolen také druh Penicillium roqueforti, u nějž se nepodařilo proká-

zat lipolytickou aktivitu kultivací na SBA agaru, ale jeho lipolytická aktivita je známá tyto 

plísně se běžně využívají při výrobě potravin, zejména sýrů. 

Kromě plísní byly dále testovány i kvasinky. Saccharomyces cerevisiae byla zvolena na 

základě uplatnění v potravinářském průmyslu. Candida albicans byla zvolena jako zástup-

ce mikroorganizmů, které mohou kontaminovat potraviny a způsobit jejich znehodnocení. 
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4.2 Stanovení lipolytické aktivity mikroskopických hub plynovou chro-

matografií 

Mikroorganizmy produkující lipázy jsou schopny štěpit triacylglyceroly na volné mastné 

kyseliny a parciální acylglyceroly. Množství volných mastných kyselin ve vzorku tuku 

vypovídá o síle lipolytické aktivity mikroorganizmů a může být stanoveno plynovou 

chromatografií. Plynová chromatografie slouží ke kvantitativní a kvalitativní analýze vzor-

ku a je tedy možné pomocí plynové chromatografie určit zastoupení jednotlivých mastných 

kyselin a jejich množství ve vzorku. 

Lipolytická aktivita vybraných mikroskopických hub byla testována ve vzorcích smetany, 

která sloužila jednak jako médium pro kultivaci mikroorganizmů a tuk obsažený ve smeta-

ně zároveň představoval substrát pro lipolytické enzymy. V první fázi bylo nutné optimali-

zovat proces extrakce tuku ze vzorku. Nejprve bylo pracováno se vzorky mléka, avšak 

kvůli nízkému obsahu tuku v mléce a značné spotřebě rozpouštědel pro získání dostatečné-

ho množství tuku pro následnou přípravu methylesterů, byla jako médium zvolena smetana 

ke šlehání s 33 % tuku. 

 V teoretické části práce jsou zmiňovány různé metody přípravy methylesterů. Východis-

kem pro stanovení lipolytické aktivity byl předpoklad, že při zásaditě katalyzované esteri-

fikaci by mělo dojít k esterifikaci vázaných mastných kyselin, zatímco volné mastné kyse-

liny by tímto způsobem neměly být převedeny na methyestery. Kysele katalyzovaná esteri-

fikace by naopak měla umožnit vznik methylesterů jak z vázaných mastných kyselin, tak i 

z mastných kyselin volných [64]. Pokud by tedy vzorky extrahovaného tuku byly podrobe-

ny oběma metodám přípravy methylesterů, mohla by následná analýza plynovou chroma-

tografií umožnit detekovat lipolýzu, během které jsou vázané mastné kyseliny uvolňovány. 

4.2.1 Použité mikroorganizmy 

Použité mikroorganizmy byly získány ze sbírky mikroorganizmů Ústavu inženýrství 

ochrany životního prostředí Fakulty technologické Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně. Pra-

cováno bylo se zástupci mikroskopických vláknitých hub (plísní) druhů Aspergillus niger, 

Penicillium camemberti a Penicillium roqueforti, a kvasinkami Candida albicans a Sac-

charomyces cerevisiae. 
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4.2.2 Chemikálie a materiál 

Amoniak vodný roztok 25 – 29 % p.a., Penta 

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, Himedia 

Destilovaná voda 

Diethylether, Penta 

Ethylalkohol 

Heptan, SIGMA – ALDRICH  

Hexan, Penta 

Hydroxid draselný, mikroChem 

Chlorid sodný, Penta 

Kyselina sírová, Petr Lukeš 

Methylalkohol, Penta 

Petrolether, Petr Lukeš 

Síran sodný bezvodý, Penta 

Smetana ke šlehání Olma 33 % tuku 

4.2.3 Pomůcky 

Automatická mikropipeta PhysioCare concept eppendorf research plus 

Digitální váhy Kern, Německo 

Chromatograf Shimadzu GC - 14A, Japonsko 

Mikrostříkačka Hamilton, Rumunsko 

Laboratorní sklo a pomůcky (dělící nálevky, filtrační papír, chladič, kádinky, nálevky, od-

měrné baňky 5, 10, 100, 200 ml, pipety 2, 5, 10 a 25 ml, plastové zkumavky, teploměr, 

varná baňka, varné kamínky) 

Lednice Samsung 

Magnetické míchadlo Lavat Chotutice, Česká republika 

Sušárna ULM 400  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 46 

 

Topné hnízdo LTHS 100 a THS 100, Česká republika 

Vakuová odparka Heidolph Hei-Vap Advantage 

Vařič Eta 2107 

4.2.4 Pracovní postup 

4.2.4.1 Sledování růstu a množení mikroorganizmů ve smetaně 

Na základě první fáze praktické části práce bylo zvoleno pět různých mikroskopických 

hub: plísní Aspergillus niger, Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti a kvasinek 

Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae. Dalším krokem bylo ověření schopnosti 

růstu a množení těchto mikroorganizmů ve vzorcích smetany s obsahem tuku 33 %. Sledo-

ván byl také průběh růstu těchto kultur v čase.  

Pro hodnocení růstových schopností ve vzorku smetany byla připravena inokula jednotli-

vých mikroorganizmů přenesením kultur do fyziologického roztoku. Po promíchání pomo-

cí vortexu byla suspenze měřena denzimetrem a upravována zvyšováním koncentrace nebo 

ředěním do dosažení hodnoty zákalu 1 McFarlandovy stupnice. Následně bylo 100 μl této 

suspenzní kultury pipetováno do 5 ml smetany. Takto zaočkované vzorky byly kultivovány 

po dobu 7 dnů při laboratorní teplotě. V průběhu kultivace bylo po každých 24 hodinách 

odebíráno 100 μl vzorku a očkováno na Petriho misky s Chloramphenicol Yeast Glucose 

agarem. Kultivace probíhala při laboratorní teplotě. 

U všech testovaných mikroorganizmů byla kultivačně prokázána schopnost růstu a množe-

ní v prostředí smetany. Dostačený růst vykazovaly kultury po 4 dnech kultivace. Mléko, 

respektive smetana je díky vysokému množství vody a obsahu živin dobrým médiem pro 

růst mikroorganizmů, zvláště plísní, které jsou vysoce přizpůsobivé okolnímu prostředí a 

jsou schopny růstu i za nepříznivých podmínek. Zvláště dobře se ve vzorcích smetany daří 

plísním rodu Penicillium. Pro další práci s vzorky určenými ke stanovení mastných kyselin 

plynovou chromatografií byla proto zvolena délka inkubace vzorku po zaočkování na 4 

dny. 

4.2.4.2 Příprava vzorků pro stanovení lipolytické aktivity 

Prvním krokem přípravy vzorků pro stanovení mastných kyseliny plynovou chromatografií 

byla příprava suspenzní kultury očkováním zásobní kultury plísní Aspergillus niger, Peni-

cillium camemberti, Penicillium roqueforti a kvasinek Candida albicans a Saccharomyces 
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cerevisiae do připraveného fyziologického roztoku. Do 50 ml sterilních plastových zku-

mavek bylo převedeno 30 ml smetany. Vzorek byl následně zaočkován 600 μl připravené 

suspenzní kultury a kultivován po dobu 4 dnů při laboratorní teplotě. Po uplynutí 4 dnů byl 

ze vzorku extrahován mléčný tuk.  

4.2.4.3 Extrakce mléčného tuku 

Bylo odváženo 10 g vzorku a vytemperováno na teplotu 38 °C. Dále byl vzorek přenesen 

do dělící nálevky s přídavkem 2 ml amoniaku, 10 ml ethanolu a 25 ml diethyletheru. Ná-

sledně byla směs promíchávána po dobu 1 minuty. K promíchanému vzorku bylo přidáno 

25 ml petroletheru a směs byla opět promíchávána po dobu 1,5 minuty. Následně byl vzo-

rek v dělící nálevce ponechán při laboratorní teplotě po dobu 30 minut, během této doby 

došlo k oddělení fází vzorku. Po uplynutí této doby byla zakalená část vypuštěna do kádin-

ky, naopak čirá část byla vypuštěna do varné baňky a odpařena na vakuové odparce. Zaka-

lená část byla převedena do dělící nálevky s přídavkem 5 ml ethanolu, 15 ml diethyletheru 

a po důkladném promíchání 15 ml petroletheru. Směs byla promíchána po dobu 1,5 minuty 

a ponechána 30 minut při laboratorní teplotě pro rozdělení fází.  Po odpaření obou podílů 

zbyl ve varné baňce pouze extrahovaný tuk, který byl umístěn do sušárny, kde byl pone-

chán do druhého dne při teplotě 50 – 60 °C. [65] 

4.2.4.4 Příprava methylesterů mastných kyselin 

Pro přípravu methylesterů mastných kyselin byl připraven 1 M methanolický roztok KOH 

navážením 0,2805 g KOH do odměrné baňky o objemu 5 ml a rozpuštěním v methanolu. 

Dále byl připraven 20% roztok NaCl do odměrné baňky o objemu 100 ml navážením 20 g 

NaCl. Methylestery mastných kyselin byly připraveny dvěma metodami – zásaditě kataly-

zovanou esterifikací a kysele katalyzovanou esterifikací.  

Při přípravě methylesterů zásaditě katalyzovanou esterifikací byl navážen 1 g extrahované-

ho tuku do varné baňky. Následně bylo přidáno 10 ml methanolu a 0,25 ml 1 M methano-

lického roztoku KOH. Směs byla zahřívána pod zpětným chladičem po dobu 30 minut. Po 

ukončení varu byla baňka ochlazena a její obsah převeden do dělící nálevky. Dále byla 

baňka promyta 5 ml hexanu a roztok byl opět převeden do dělící nálevky spolu s 10 ml 

20% NaCl. Obsah dělící nálevky byl řádně protřepán, vodná fáze byla oddělena do další 

dělící nálevky a smíchána s 2,5 ml hexanu. Obsah byl opět protřepán a oba hexanové podí-

ly byly spojeny a promyty 7,5 ml 20% roztoku NaCl. Hexanová fáze byla vysušena přes 
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bezvodý síran sodný a převedena do odměrné baňky o objemu 5 ml. Zásaditě katalyzovaná 

esterifikace slouží ke stanovení mastných kyselin vázaných ve formě acylglycerolů. 

Pro přípravu methylesterů kysele katalyzovanou esterifikací bylo naváženo 0,5 g extraho-

vaného tuku. Toto množství vzorku bylo následně smícháno s 15 ml methanolu a 0,25 ml 

koncentrované kyseliny sírové. Směs byla zahřívána pod zpětným chladičem po dobu 45 

minut. Methylestery mastných kyselin byly dále izolovány postupem shodným se zásaditě 

katalyzovanou esterifikací uvedeným výše. Kysele katalyzovanou esterifikací dojde 

k vytvoření methylesterů jak vázaných, tak i volných mastných kyselin. [64] Takto připra-

vené vzorky byly následně analyzovány pomocí plynové chromatografie.  

4.2.4.5 Plynová chromatografie 

Pro analýzu chromatografickou analýzu vzorků byl použit plynový chromatograf Shimad-

zu GC-14A s plamenově-ionizačním detektorem (FID, Flame Ionization Detector). Při 

analýze byla použita kolona DB-wax, 30m x 0,25 mm x 0,25 µm. K vyhodnocení sloužil 

software CSW-32. 

Podmínky pro analýzu byly nastaveny následovně: 

o Teplota nástřiku (INJ) 225 °C; 

o teplota detektoru (DET) 230 °C; 

o teplota kolony (COL), kde byl programován gradient: 

 COL INIT TEMP 110;  

 COL INIT TIME 3,0; 

 COL PROG RATE 15; 

 COL FINAL TEMP 220; 

 COL FINAL TIME 10. 

o tlak plynů: 

 dusík jako nosný plyn, který určuje průtok kolonou 2,5 kg/cm
2
; 

 dusík pro oplachování 0,5 kg/cm
2
; 

 vzduch 0,3 – 0,5 kg/cm
2
; 

 vodík 0,5 kg/cm
2
. 

Do injektoru byly pomocí mikrostříkačky Hamilton dávkovány 2 µl jednotlivých vzorků 

nebo standardů. Po nástřiku vzorků byla spuštěna vlastní analýza. Pro každý vzorek byly 

provedeny minimálně tři nástřiky. 
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Výsledkem každé analýzy byl chromatogram, byly zaznamenávány hodnoty ploch a výšek 

píků a jejich retenční časy. Retenční časy byly porovnávány s hodnotami retenčích časů 

methyesterů mastných kyselin standardu a mastné kyseliny vzorku byly identifikovány. 

Jako standard byl použit SUPELCO
TM

 37 Component FAME Mix. Hodnoty retenčích časů 

methyesterů mastných kyselin standardu jsou uvedeny v tabulce 2. 

 

Tab. 2: Retenční časy pro methylestery MK ve standardu SUPELCO
TM

 37 Component 

FAME Mix 

Číslo 

píku 

Retenční 

čas 
MK 

Číslo 

píku 

Retenční 

čas 
MK 

1 - Máselná 14 10,20 Heptadekanová 

2 1,32 Kapronová 15 10,39 Heptadecenová 

3 2,24 Kaprylová 16 10,90 Stearová 

4 4,31 Kaprinová 17 11,10 Olejová 

5 5,36 Undekanová 18 11,50 Linolová, linoelajdová 

6 6,33 Laurová 19 11,80 Gama-linolenová 

7 7,20 Tridekanová 20 12,40 Alfa-linolenová 

8 8,04 Kristová 21 12,80 Arachová 

9 8,34 Myristolejová 22 13,06 Eikosanová 

10 8,8 Pentadekanová 23 13,71 Eikosadienová 

11 9,1 Pentadecenová 24 14,13 Eikosatrienová, heneikosanová 

12 9,52 Palmitová 25 14,55 Eikosatrienová cis 11, 14, 17 

13 9,72 palmitolejová 26 14,73 Arachidonová 

 

  

4.2.5 Výsledky a diskuze 

Prvními analyzovanými vzorky byly vzorky methyesterů mastných kyselin získaných ba-

zicky a kysele katalyzovanou esterifikací mléčného tuku z nezaočkované smetany. 
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Byla provedena kvalitativní analýza vzorků na základě srovnání získaných retenčních časů 

jednotlivých píků vzorku smetany a retenčních časů pro jednotlivé mastné kyseliny stan-

dardu. Ve vzorcích nezaočkované smetany bylo identifikováno 13 různých mastných kyse-

lin. Z chromatogramů byla získána také plocha a výška elučních křivek a procentuální za-

stoupení jednotlivých mastných kyselin ve vzorku.  

Každý vzorek byl analyzován minimálně pomocí tří opakovaných nástřiků a z takto získa-

ných výsledků byly vypočteny průměrné hodnoty plochy jednotlivých píků a směrodatné 

odchylky. 

Vzorky tuku extrahovaného ze smetany byly podrobeny dvojímu postupu přípravy methy-

lesterů mastných kyselin. Bylo tedy sledováno, zda se výsledky chromatografických analýz 

u těchto dvou typů vzorků od sebe vzájemně liší.  

 

4.2.5.1 Vyhodnocení zastoupení mastných kyselin ve vzorku smetany 

 

Obr. 4: Zastoupení mastných kyselin ve vzorku smetany 

 

Graf na obr. 4 zachycuje srovnání procentuálního zastoupení mastných kyselin ve vzorku 

smetany upraveném bazicky a kysele katalyzovanou esterifikací. Kvalitativní zastoupení 

mastných kyselin je u vzorku připraveného bazicky a kysele katalyzovanou esterifikací 
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odlišné. Vzorek methylesterů připravený kysele katalyzovanou esterifikací obsahuje navíc 

kyselinu heptadecenovou, která není přítomna ve vzorku methylesterů připravených bazic-

ky katalyzovanou esterifikací, zastoupení této kyseliny ve vzorku je však velice nízké. 

Mastné kyseliny běžně se vyskytující v mléčném tuku jsou uvedeny v tab. 1 (strana 16). 

Přítomnost většiny těchto kyselin byla ve vzorku prokázána. V našich vzorcích nebyla de-

tekována kyselina máselná, jedná se však o mastnou kyselinu s krátkým řetězcem, u které 

může být problematická příprava methyesterů a její obsah v mléčném tuku je poměrně 

nízký, pohybuje se v rozsahu 3,1-4,4 % [6, s. 429]. Shodně s literárními zdroji však byl 

v mléčném tuku potvrzen vysoký obsah kyseliny palmitové, olejové, a myristové. Je třeba 

říci, že mléčný tuk je složitý systém a jeho složení není přesně definováno. Přehled mast-

ných kyselin běžně přítomných v mléčném tuku zpracovaný na základě různých studií se 

může lišit.  

Pokud jde o srovnání výsledků pro bazickou a kyselou katalýzu esterifikace mastných ky-

selin, lze konstatovat, že procentuální zastoupení jednotlivých kyselin stanovených 

v těchto vzorcích se mírně liší. Při kyselé katalýze bylo zjištěno vyšší procentuální zastou-

pení kyseliny palmitové, palmitolejové, stearové, olejové a linolové, tedy kyselin s delším 

uhlíkovým řetězcem. Nižší zastoupení měly u kyselé katalýzy kyseliny s kratším řetězcem.  

Podle normy ISO 12966-2:2011 dojde kysele katalyzovanou esterifikací k vytvoření me-

thylesterů jak z vázaných, tak i volných mastných kyselin, zatímco při bazické katalýze 

jsou esterifikovány pouze kyseliny vázáné. V mléčném tuku představují triacylglyceroly 

přibližně 98 %, zbylý podíl připadá na monoacylglyceroly a diacylglyceroly, volné mastné 

kyseliny, steroly a fosfolipidy. Ve vzorku nezaočkované smetany by tedy obsah volných 

mastných kyselin měl být velmi nízký a procentuální zastoupení jednotlivých kyselin u 

vzorků získaných kyselou i bazickou esterifikací by tedy mělo být přibližně stejné.  

Jak již ale bylo zmíněno výše, jisté rozdíly v zastoupení kyselin přece jen pozorovány byly. 

Zdá se, že množství vytvořených methylesterů při kysele a bazicky katalyzované esterifi-

kaci, může být ovlivněno charakterem a chemickou strukturou mastné kyseliny, zejména 

pak délkou řetězce. Množství mastných kyselin C4 – C12 je vyšší u vzorků připravených 

bazicky katalyzovanou esterifikací a tento způsob přípravy methylesterů bude pro mastné 

kyseliny s kratším řetězcem pravděpodobně vhodnější než esterifikace katalyzovaná kyse-

le. 
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V další fázi experimentální práce bylo sledováno zastoupení mastných kyselin ve vzorcích 

smetany zaočkované mikroorganizmy, které jsou schopny produkovat lipolytické enzymy. 

V těchto vzorcích lze předpokládat, že díky růstu a množení mikroorganizmů a produkci 

lipolytických enzymů, bude docházet k hydrolýze esterových vazeb v přítomném tuku za 

současného uvolňování volných mastných kyselin. Bylo také sledováno, zda se zastoupení 

mastných kyselin ve vzorcích zaočkovaných různými druhy plísní a kvasinek vzájemně 

liší. 

V dalším textu jsou uvedeny nejprve výsledky pro vzorky připravené bazickou katalýzou, 

dále pak pro vzorky připravené kyselou katalýzou a poté je na vybraném mikroorganizmu 

provedeno srovnání výsledků odlišně připravených vzorků. 

 

4.2.5.2 Vyhodnocení zastoupení mastných kyselin ve vzorcích připravených bazicky 

katalyzovanou esterifikací 

Ze vzorků smetany zaočkované plísněmi a kvasinkami byl po čtyřech dnech inkubace ex-

trahován tuk a z tohoto extraktu byly připraveny methylestery pomocí zásaditě katalyzova-

né esterifikace. U zaočkovaných vzorků by mělo dojít ke zvýšení množství volných mast-

ných kyselin uvolněných z triacylglycerolů působením mikrobiálních lipáz. Analyzovány 

byly vzorky zaočkované plísněmi Aspergillus niger, Penicillium camemberti a Penicillium 

roqueforti a také vzorky očkované kvasinkami Saccharomyces cerevisiae a Candida albi-

cans. Procentuální zastoupení jednotlivých mastných kyselin přítomných ve vzorcích za-

očkovaných mikroorganizmy a upravených bazicky katalyzovanou esterifikací jsou grafic-

ky znázorněny na obr. 5.  
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Obr. 5: Zastoupení mastných kyselin ve vzorcích připravených bazicky katalyzovanou este-

rifikací 

 

Z grafu na obrázku 5 je patrné, že zastoupení mastných kyselin se u testovaných vzorků 

liší. Téměř shodné hodnoty u vzorků nezaočkované smetany a všech vzorků zaočkovaných 

různými mikroorganizmy byly zjištěny například u kyseliny myristové, myristoolejové 

nebo pentadekanové. Výraznější rozdíly v procentuálním zastoupení lze nalézt u kyseliny 

palmitové, olejové a kapronové. Ve vzorcích smetany s plísní Aspergillus niger a Peni-

cillium camemberti je ve velmi malém množství přítomna kyselina heptadecenová. Naopak 

kyselina heptadekanová není přítomna pouze ve vzorku smetany bez přídavku mikrobiální 

kultury a ve vzorku smetany s přídavkem Candida albicans. Ostatní mastné kyseliny byly 

obsaženy ve všech testovaných vzorcích.  

U kyselin s kratším uhlíkovým řetězcem je jejich zastoupení v nezaočkované smetaně 

vyšší ve srovnání se zastoupením těchto kyselin ve vzorcích smetany zaočkované mikroor-

ganizmy. Příkladem mohou být výsledky získané pro kyselinu kapronovou, v čisté smetaně 

je její obsah (11,47 ± 0,90) %, ve smetaně zaočkované A. niger je to pouze (6,50 ± 1,56) 

%, pro vzorek s P. camemberti je to (5,37 ± 0,49) %, ve vzorku s P. roqueforti 

(9,00 ± 0,78) %, pro C. albicans (6, 27 ± 0,47) % a pro S. cerevisiae (7, 97 ± 1,24) %. 
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Naopak mastné kyseliny s delším řetězcem, jako je kyselina palmitová, stearová a olejová, 

jsou ve vzorcích s mikroorganizmy více zastoupeny ve srovnání s vzorkem nezaočkované 

smetany. 

Rozdíl v množství vázaných mastných kyselin ve vzorcích může být ovlivněn specifitou 

enzymů jednotlivých mikroorganizmů, které mohou například štěpit mastné kyseliny váza-

né na krajní OH skupiny glycerolu snáze než ty vázané na OH skupinu prostřední. Aktivita 

enzymu může být různá pro kyseliny o různé délce a chemické struktuře řetězce.  

4.2.5.3 Vyhodnocení zastoupení mastných kyselin ve vzorcích připravených kysele ka-

talyzovanou esterifikací 

Vzorky smetany zaočkované mikroorganizmy byly po inkubaci dále zpracovány, byl ex-

trahován tuk a byly připraveny methylestery získaného mléčného tuku. Na rozdíl od vý-

sledků uvedených v předchozí podkapitole, byla však v případě těchto vzorků provedena 

esterifikace katalyzovaná kysele. Získané výsledky jsou graficky zpracovány obdobně jako 

v případě vzorků upravených bazicky katalyzované esterifikace a jsou uvedeny na obrázku 

6. Na rozdíl od bazické katalýzy byly u kyselé katalýzy rozdíly v zastoupení jednotlivých 

mastných kyselin menší.  Při srovnání zaočkovaných vzorků a vzorku čisté smetany lze 

vidět, že rozdíly v profilu mastných kyselin jsou minimální a plochy píků jednotlivých 

kyselin jsou velmi podobné. 
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Obr. 6: Zastoupení mastných kyselin ve vzorcích připravených kysele katalyzovanou esteri-

fikací 

 

Dalo by se říci, že u všech vzorků je stejné množství kyseliny myristolejové, pentadekano-

vé, palmitolejové a linolové. Zastoupení mastných kyselin ve vzorcích zaočkovaných kva-

sinkami a plísněmi je srovnatelné. Nejvíce je ve vzorku obsažena kyselina palmitová, stej-

ně jako u vzorků připravených bazicky katalyzovanou esterifikací. Na druhou stranu vzor-

ky připravené kysele katalyzovanou esterifikací neobsahují kyselinu heptadecenovou. Ky-

selina heptadekanová se vyskytuje pouze u vzorků smetany bez přídavku mikroorganizmů, 

dále smetany zaočkované plísněmi Aspergillus niger a Penicillium camemberti.  

Při kysele katalyzované esterifikaci by měly být vytvořeny methylestery vázaných ale i 

volných mastných kyselin. Při lipolýze by došlo ke snížení obsahu vázaných mastných 

kyselin za současného zvýšení obsahu kyselin volných. Vzhledem k tomu, že metoda 

dokáže připravit methylestery a tedy i stanovit plynovou chromatografií kyseliny volné i 

vázané, neměl by teoreticky být rozdíl v zastoupení jednotlivých kyselin u vzorku čisté 

smetany a vzorku zaočkovaného mikroorganizmy. Tento předpoklad byl získanými vý-

sledky potvrzen.  

Doposud byly porovnávány mezi sebou pouze vzorky získané jedním postupem přípravy 

methylesterů, tedy buď vzorky získané za katalýzy kyselé, nebo bazické. V další fázi však 
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bylo třeba provést srovnání profilu mastných kyselin u vzorků získaných rozdílným postu-

pem přípravy methylesterů. 

4.2.5.4 Srovnání zastoupení mastných kyselin ve vzorku smetany s plísní Penicillium 

camemberti 

Na obrázku 7 je graficky znázorněno zastoupení mastných kyselin ve vzorku nezaočkova-

né smetany získaném bazickou katalýzou, vzorku nezaočkované smetany získaném kyse-

lou katalýzou, dále ve vzorku smetany zaočkované plísní P. camemberti a připraveném 

bazickou katalýzou a ve vzorku smetany s P. camemberti připraveném kyselou katalýzou.  

 

 

Obr. 7: Zastoupení mastných kyselin ve vzorku smetany s plísní P. camemberti 

 

Obecně lze říci, že rozdíly v profilu mastných kyselin mezi těmito čtyřmi vzorky jsou ma-

lé, procentuální zastoupení jednotlivých kyselin se liší maximálně v jednotkách procent. 

Z grafu také není patrný žádný výraznější trend kromě toho, že při bazické katalýze dochá-

zí po kultivaci s mikroorganizmem k poklesu obsahu kyselin s kratším řetězcem ve pro-

spěch vyššího zastoupení mastných kyselin s větší délkou uhlíkového řetězce. 
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Rozdílem v zastoupení mastných kyselin mezi vzorkem smetany bez mikroorganizmů a 

zaočkovaným vzorkem je přítomnost kyseliny heptadecenové ve vzorku zaočkovaném 

plísní Penicillium camemberti a připraveném bazicky katalyzovanou esterifikací.  

4.2.5.5 Srovnání mastných kyselin ve vzorku smetany s kvasinkou Saccharomyces ce-

revisiae 

Srovnáním methylesterů připravených bazicky i kysele katalyzovanou esterifikací vzorku 

smetany bez přídavku mikrobiální kultury se vzorkem smetany s přídavkem kvasinky Sac-

charomyces cerevisiae (obr. 8) bylo zjištěno, že kyselina heptadekanová se vyskytuje ve 

vzorku smetany připraveném kysele katalyzovanou esterifikací a naopak ve vzorku zaoč-

kovaném kvasinkou Saccharomyces cerevisiae se vyskytuje ve vzorku připraveném bazic-

ky katalyzovanou esterifikací. Kyselina heptadekanová se v těchto vzorcích nenachází. 

Porovnáním vzorků s kvasinkami bylo zjištěno, že vzorky zaočkované kvasinkou Candida 

albicans neobsahují kyselinu heptadekanovou, ani heptadecenovou.  

Podobně jako při srovnání s P. camemberti (obr. 7), ani u vzorků s kvasinkou S. cerevisiae 

nelze říci, že by se zastoupení mastných kyselin ve vzorcích výrazněji lišilo. 

 

 

Obr. 8: Srovnání mastných kyselin ve vzorku smetany s kvasinkou S. cerevisiae 
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4.2.5.6 Kvantitativní analýza kyseliny palmitové ve vzorcích 

V první fázi experimentální části práce byla provedena kvalitativní analýza připravených 

vzorků s cílem zjistit, zda se vzorky liší přítomností a především procentuálním zastoupe-

ním jednotlivých mastných kyselin. Změny v procentuálním zastoupení vypovídají o změ-

ně vzájemných poměrů množství jednotlivých detekovaných kyselin, avšak nelze hovořit 

přímo o změně množství vázané či volné formy konkrétní kyseliny. K tomu je potřebné 

provést kvantitativní analýzu jednotlivých vzorků.  

Lipolýza by měla za následek snížení koncentrace methylesterů vázaných mastných kyse-

lin, které lze připravit za podmínek bazické katalýzy. Zároveň by se ale zvýšila koncentra-

ce methylesterů volných mastných kyselin, které lze připravit kysele katalyzovanou esteri-

fikací. Kyselá katalýza však vede k esterifikaci volných i vázaných mastných kyselin. 

Koncentrace volných mastných kyselin by byla zjištěna z rozdílu mezi koncentrací zjiště-

nou ve vzorku získaném kyselou katalýzou (volné + vázané) a koncentrací ve vzorku při-

praveném za bazické katalýzy (pouze vázané). 

V první části práce bylo zjištěno, že vzorky jsou poměrně komplexní a obsahují 13 růz-

ných mastných kyselin. Pro jednodušší hodnocení byla kvantitativní analýza provedena pro 

konkrétní mastnou kyselinu. U všech vzorků výrazně převažuje kyselina palmitová, proto 

byla provedena kvantitativní analýza právě kyseliny palmitové pomocí metody kalibrační 

přímky. Pro vytvoření kalibrační přímky byly připraveny roztoky methylesteru kyseliny 

palmitové o koncentraci 1000 g/l, 500 g/l, 250 g/l, 125 g/l, 62,5 g/l.  

Methylester kyseliny palmitové byl připraven kysele katalyzovanou esterifikací a následně 

ředěn hexanem na požadované koncentrace. Kalibrační přímka vyjadřovala závislost plo-

chy píku (mV/s) na koncentraci kyseliny palmitové. Z rovnice kalibrační přímky byla vy-

počtena koncentrace kyseliny palmitové ve vzorcích čisté smetany a smetany zaočkované 

jednotlivými mikroorganizmy při bazické i kyselé katalýze esterifikace. Dále byla vypoč-

tena koncentrace kyseliny palmitové ve volné formě (rozdíl koncentrací mezi stejným 

vzorkem připraveným bazickou a kyselou katalýzou).  

Tímto způsobem bylo zjištěno, že ve všech vzorcích připravených kyselou katalýzou byla 

koncentrace kyseliny palmitové vyšší než ve stejných vzorcích získaných katalýzou bazic-

kou. Tato skutečnost odpovídá předpokladu, že koncentrace získaná kyselou katalýzou 

představuje koncentraci kyseliny palmitové volné i vázané. 
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U zaočkovaných vzorků by měl být obsah volné kyseliny palmitové vyšší než u čisté sme-

tany, pokud by došlo k lipolýze. Koncentrace volné kyseliny palmitové se ve vzorku 

s plísní A. niger zvýšila o 5,3 % oproti koncentraci v nezaočkované smetaně. U plísní rodu 

Penicillium bylo pozorováno zvýšení o 2,2 % (Penicillium roqueforti) a 9,3 % (P. camem-

berti). U obou testovaných kvasinek se koncentrace volné kyseliny zvýšila přibližně o 2 %.  

Lze tedy konstatovat, že u všech vzorků s přídavkem mikrobiální kultury byla koncentrace 

volné kyseliny palmitové vyšší v porovnání se vzorkem smetany bez přídavku mikrobiální 

kultury. Tyto výsledky naznačují, že ve vzorcích smetany mohlo docházet ke štěpení pří-

tomného tuku lipolytickými enzymy mikroorganizmů. Bylo by však třeba výsledky ověřit 

dalšími testy a provést kvantitativní analýzu pro všechny mastné kyseliny přítomné ve 

vzorku.  

4.2.6 Závěr a doporučení 

Vzorky smetany zaočkované jednotlivými mikroorganizmy byly vzájemně srovnány a po-

rovnány se vzorkem smetany, do něhož nebyly přidány mikrobiální kultury. Výsledky byly 

hodnoceny kvalitativně a pro jednu z přítomných mastných kyselin i kvantitativně. 

Z kvalitativního hlediska bylo zjištěno, že zastoupení jednotlivých mastných kyselin ve 

vzorcích je odlišné. Vzorky se liší například obsahem kyseliny heptadekanové a heptade-

cenové, ty jsou však ve vzorcích přítomny ve velice malém množství. Ve všech vzorcích 

byla dominující a nejvíce zastoupenou mastnou kyselinou kyselina palmitová.  

Bylo také zjištěno, že rozdíly v profilu mastných kyselin mezi vzorky zaočkovanými a 

nezaočkovanými, připravenými bazickou či kyselou katalýzou, jsou malé, procentuální 

zastoupení jednotlivých kyselin se liší maximálně v jednotkách procent. Zdá se ale, že při 

bazické katalýze dochází po kultivaci s mikroorganizmem k poklesu obsahu kyselin 

s kratším řetězcem ve prospěch vyššího zastoupení mastných kyselin s větší délkou uhlí-

kového řetězce. 

V další fázi byla provedena i kvantitativní analýza, pro zjednodušení pouze pro jednu 

z přítomných mastných kyselin, kyselinu palmitovou. U všech vzorků s přídavkem mikro-

biální kultury byla koncentrace volné kyseliny palmitové vyšší v porovnání se vzorkem 

smetany bez přídavku mikrobiální kultury. Tyto výsledky naznačují, že ve vzorcích smeta-

ny mohlo docházet ke štěpení přítomného tuku lipolytickými enzymy mikroorganizmů. 

Bylo by však třeba výsledky ověřit dalšími testy a provést kvantitativní analýzu pro všech-

ny mastné kyseliny přítomné ve vzorku.  
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Pokud bychom vzali výsledky jako celek a nesledovali pouze dílčí části experimentů, lze 

konstatovat, že získaných výsledků nelze vyvodit zcela jednoznačný závěr, respektive nel-

ze s jistotou připisovat změny v zastoupení mastných kyselin lipolytické aktivitě. Některé 

změny mohou být způsobeny spíše chemickou povahou vzorků. Zdá se, že množství vy-

tvořených methylesterů při kysele a bazicky katalyzované esterifikaci, může být ovlivněno 

charakterem a chemickou strukturou mastné kyseliny, zejména pak délkou řetězce. Množ-

ství mastných kyselin C4 – C12 je vyšší u vzorků připravených bazicky katalyzovanou este-

rifikací a tento způsob přípravy methylesterů bude pro mastné kyseliny s kratším řetězcem 

pravděpodobně vhodnější než esterifikace katalyzovaná kysele. 

Z těchto důvodů by bylo třeba celý postup blíže prostudovat a upravit. Metodika použitá 

v práci by tedy měla být dále optimalizována pro jednotlivé kroky, tedy pro extrakci tuku 

ze smetany, přípravu methylesterů a analýzu plynovou chromatografií.  

Výtěžnost tuku při extrakci by mohla být ovlivněna stářím smetany a jejím skladováním, 

případně postupem provedením extrakce a dalšími faktory. Řešením by mohlo být zvolení 

jiného postupu extrakce nebo metody pro izolaci mléčného tuku. Problémem při analýze 

vzorku smetany by mohla být přítomnost tuku ve formě tukových kuliček. Porušením 

ochranné bariéry tukových kuliček by mohlo dojít k lepšímu kontaktu mikroorganizmů 

s tukem a tedy k vyššímu množství volných mastných kyselin, případně vyšší výtěžnosti 

extrahovaného tuku.  

Pro přípravu methylesterů mastných kyselin existuje řada metod. Podle normy ISO 12966-

2:2011 lze pro přípravu methylesterů mastných kyselin využít čtyři různé metody a to: 

rychlá metoda bazicky katalyzovaná, obecná metoda bazicky nebo kysele katalyzovaná, 

transmethylace pomocí fluoridu boritého a alternativní kysele katalyzované transmethyla-

ce. Lepších výsledků by mohlo být dosaženo při nahrazení rychlé metody obecnou, nebo 

využitím transmethylace pomocí fluoridu boritého, případně zvolením kromě zmíněné ISO 

normy i odlišného postupu přípravy methylesterů uváděného v literatuře. Dalším krokem je 

analýza vzorků pomocí plynového chromatografu, která je v případě bez automatického 

dávkování zatížena chybou lidského faktoru. Možností odstranění chyby je využití chro-

matografu s automatickým dávkovačem. Otázkou je také optimální uchovávání vzorků, 

případně teplota, při níž jsou vzorky analyzovány. Špatným skladováním připravených 

methylesterů může dojít k vypadávání mastných kyselin z roztoku, vzorky se stanou ne-

standardními a výsledky budou zatíženy chybou. Tyto nedostatky by se daly eliminovat, 

pokud by byly problémy identifikovány a popsány. 
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Velmi zajímavým pokračováním práce by byl vývoj kultivačního média, v němž je znám 

charakter tukové fáze. Takové médium by mělo narozdíl od vzorku smetany definované 

složení acylglycerolů, které obsahují známé množství určitých mastných kyselin. 

Z výsledků analýzy takového kultivačního média by šlo posuzovat lipolytickou aktivitu a 

charakter mikrobiálních lipáz lépe než ve vzorcích s nedefinovaným složením tuků. Bylo 

by možné sledovat jaké mastné kyseliny a v jakých polohách jsou odštěpovány přednostně. 

Problémem přípravy kultivačního média je začlenění tuků do vodné fáze, nezbytným kro-

kem při přípravě je emulgace s vhodným emulgátorem. Důležité je zvolit vhodný postup 

emulgace a emulgátor s vlastnostmi pro vytvoření požadované emulze. Aby nedošlo 

k rozpadu emulze a oddělení fází, je třeba dodat optimální množství energie, intenzity a 

doby působení při homogenizaci a také množství emulgátoru pro stabilizaci dispergované 

fáze. K přípravě emulze je možné použít nepřeberné množství homogenizačních zařízení. 

Při volbě homogenizačního zařízení se zohledňuje povaha výchozích surovin, objem, který 

má být homogenizován, požadované velikosti částic a další. Pro vytvoření kultivačního 

média lze využít některý z vysokorychlostních homogenizérů, běžně využívaných 

v laboratoři pro homogenizaci olejových a vodných složek. 
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ZÁVĚR 

Hodnocení lipolytické aktivity bylo provedeno ve vzorcích smetany. Fermentované mléčné 

výrobky, zejména sýry, jsou skupinou potravin, na jejichž výrobě se podílí mikroorganiz-

my, z důvodu tvorby senzorických vlastností působením lipáz.  

Byla provedena kultivace vybraných mikroorganizmů na Spirit Blue agaru s přídavkem 

lipolytického substrátu. Lipolytickou aktivitu při tomto testu vykazovaly druhy Aspergillus 

niger a Penicillium camemberti. Test však lez považovat pouze za orientační. 

Pro další analýzu plynovou chromatografií byly zvoleny druhy pozitivní při kultivačním 

testu a navíc i další zástupci plísní a kvasinek běžně využívaných v potravinářství a zástup-

ci plísní a kvasinek působících jako kontaminanty. 

Lipolytická aktivita byla sledována ve vzorcích smetany zaočkované příslušnými mikroor-

ganizmy. Metodika za hrnovala zaočkování a inkubaci vzorků smetany, extrakci tuku ze 

vzorků, přípravu methylesterů mastných kyselin z extraktu a následně kvalitativní a čás-

tečnou kvantitativní analýzu připravených vzorků pomocí plynové chromatografie.   

Ze získaných výsledků nelze jednoznačně určit, jestli daný mikroorganizmus má, nebo 

nemá lipolytickou aktivitu. Dle získaných výsledků není takto navržená metoda vhodná 

pro stanovení lipolytické aktivity mikroorganizmů. Proto byla v závěru práce formulována 

doporučení pro další vývoj, ověření a optimalizaci této metody.  
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[18] ÖZER, Barbaros a Gulsun AKDEMIR-EVRENDILEK. Dairy microbiology and bio-

chemistry: recent developments [online]. S.l.: Apple Academic Press Inc, 2014, pages 

cm[cit. 2015-02-10]. ISBN 978-148-2235-029. Dostupné z: goo-

gle.cz/books?id=bZ5BBAAAQBAJ&printsec=frontcover&dq=Dairy+microbiology+and+

http://www.crcnetbase.com.proxy.k.utb.cz/isbn/978-1-4398-5334-4
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123744074003095
https://books.google.cz/books?id=rLhdW5YzuO4C&printsec=frontcover&dq=Encyclopedia+of+microbiology+Moselio+Schaechter&hl=cs&sa=X&ei=GeBHVY_MFMOysQG-8IHYAg&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=Encyclopedia%20of%20microbiology%20Moselio%20Schaechter&f=false
https://books.google.cz/books?id=rLhdW5YzuO4C&printsec=frontcover&dq=Encyclopedia+of+microbiology+Moselio+Schaechter&hl=cs&sa=X&ei=GeBHVY_MFMOysQG-8IHYAg&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=Encyclopedia%20of%20microbiology%20Moselio%20Schaechter&f=false
https://books.google.cz/books?id=rLhdW5YzuO4C&printsec=frontcover&dq=Encyclopedia+of+microbiology+Moselio+Schaechter&hl=cs&sa=X&ei=GeBHVY_MFMOysQG-8IHYAg&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=Encyclopedia%20of%20microbiology%20Moselio%20Schaechter&f=false
https://books.google.cz/books?id=rLhdW5YzuO4C&printsec=frontcover&dq=Encyclopedia+of+microbiology+Moselio+Schaechter&hl=cs&sa=X&ei=GeBHVY_MFMOysQG-8IHYAg&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=Encyclopedia%20of%20microbiology%20Moselio%20Schaechter&f=false
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160507004308


UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 66 

 

biochemis-

try:+recent+developments&hl=cs&sa=X&ei=GN9HVdvgHoWZsAGFvoHACQ&ved=0C

B8Q6AEwAA#v=onepage&q=Dairy microbiology and biochemistry%3A recent develo-

pments&f=false  

[19] ABEIJON MUKDSI, M. C., H. FALENTIN, M.-B. MAILLARD, V. CHUAT, R. B. 

MEDINA, S. PARAYRE a A. THIERRY. The Secreted Esterase of Propionibacterium 

freudenreichii Has a Major Role in Cheese Lipolysis [online]. Applied and Environmental 

Microbiology. 2014-01-02, vol. 80, issue 2, s. 751-756. [cit. 2015-05-12] DOI: 

10.1128/AEM.03640-13. Dostupné z: http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.03640-13 

[20] TALBOT, Geoff. Science and Technology of Enrobed and Filled Chocolate, Con-

fectionery and Bakery Products. [online].  Woodhead Publishing 2009 [cit. 2015-02-19]. 

ISBN 978-1-84-569643-6. Dostupné z: 

http://app.knovel.com/hotlink/toc/id:kpSTEFCCB1/science-technology-enrobed  

[21] Edited by Y.H. Hui ... [et al]. Handbook of food and beverage fermentation technolo-

gy [online]. New York: Marcel Dekker, 2005. [cit. 2015-05-17] ISBN 08-247-5122-1. Do-

stupné z: 

https://books.google.cz/books?id=uV2Oi0g_TB4C&printsec=frontcover&dq=handbook+o

f+food+and+beverage+fermentation+technology&hl=cs&sa=X&ei=6ioJVc7bJMneao_1gt

gC&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=handbook%20of%20food%20and%20beverag

e%20fermentation%20technology&f=false 

[22] JELEN, Henryk. Food flavors: chemical, sensory and technological proper-

ties [online]. Boca Raton: CRC Press/Taylor, 2012, xii, 492 p. [cit. 2015-03-02]. ISBN 

9781439814918. Dostupné z: 

https://books.google.cz/books?id=LPKQuJLzn5MC&pg=PA86&dq=lipolytic+activity+of

+molds&hl=cs&sa=X&ei=RBr0VLeTJ5flap-

6gIgN&redir_esc=y#v=onepage&q=lipolytic%20activity%20of%20molds&f=false 

[23] CHEN, L., R.M. DANIEL a T. COOLBEAR. Detection and impact of protease and 

lipase activities in milk and milk powders. International Dairy Journal [online]. 2003, vol. 

13, issue 4, s. 255-275 [cit. 2015-03-10]. DOI: 10.1016/S0958-6946(02)00171-1. Dostupné 

z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958694602001711 

[24] IONITA, Ana, M. MOSCOVICI, Cristina POPA, A. VAMANU, O. POPA a Laura 

DINU. Screening of yeast and fungal strains for lipolytic potential and determination of 

http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.03640-13
http://app.knovel.com/hotlink/toc/id:kpSTEFCCB1/science-technology-enrobed
https://books.google.cz/books?id=uV2Oi0g_TB4C&printsec=frontcover&dq=handbook+of+food+and+beverage+fermentation+technology&hl=cs&sa=X&ei=6ioJVc7bJMneao_1gtgC&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=handbook%20of%20food%20and%20beverage%20fermentation%20technology&f=false
https://books.google.cz/books?id=uV2Oi0g_TB4C&printsec=frontcover&dq=handbook+of+food+and+beverage+fermentation+technology&hl=cs&sa=X&ei=6ioJVc7bJMneao_1gtgC&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=handbook%20of%20food%20and%20beverage%20fermentation%20technology&f=false
https://books.google.cz/books?id=uV2Oi0g_TB4C&printsec=frontcover&dq=handbook+of+food+and+beverage+fermentation+technology&hl=cs&sa=X&ei=6ioJVc7bJMneao_1gtgC&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=handbook%20of%20food%20and%20beverage%20fermentation%20technology&f=false
https://books.google.cz/books?id=uV2Oi0g_TB4C&printsec=frontcover&dq=handbook+of+food+and+beverage+fermentation+technology&hl=cs&sa=X&ei=6ioJVc7bJMneao_1gtgC&ved=0CB8Q6AEwAA#v=onepage&q=handbook%20of%20food%20and%20beverage%20fermentation%20technology&f=false
https://books.google.cz/books?id=LPKQuJLzn5MC&pg=PA86&dq=lipolytic+activity+of+molds&hl=cs&sa=X&ei=RBr0VLeTJ5flap-6gIgN&redir_esc=y#v=onepage&q=lipolytic%20activity%20of%20molds&f=false
https://books.google.cz/books?id=LPKQuJLzn5MC&pg=PA86&dq=lipolytic+activity+of+molds&hl=cs&sa=X&ei=RBr0VLeTJ5flap-6gIgN&redir_esc=y#v=onepage&q=lipolytic%20activity%20of%20molds&f=false
https://books.google.cz/books?id=LPKQuJLzn5MC&pg=PA86&dq=lipolytic+activity+of+molds&hl=cs&sa=X&ei=RBr0VLeTJ5flap-6gIgN&redir_esc=y#v=onepage&q=lipolytic%20activity%20of%20molds&f=false
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958694602001711


UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 67 

 

some biochemical properties of microbial lipases. Journal of Molecular Catalysis B: En-

zymatic [online]. 1997, vol. 3, 1-4, s. 147-151 [cit. 2015-03-05]. DOI: 10.1016/S1381-

1177(96)00044-6. Dostupné z: 

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1381117796000446 

[25] KRAFT, Allen A. Psychrotrophic bacteria in foods: disease and spoilage [online]. 

Boca Raton: CRC Press, c1992, 274 p. [cit. 2015-02-23]. ISBN 08-493-4872-2. Dostupné 

z: 

https://books.google.cz/books?id=pczoPJMYNoQC&pg=PA134&dq=lipolytic+activity&h

l=cs&sa=X&ei=gNrqVPytMoXwoATgioL4Dg&ved=0CCgQ6AEwAQ#v=onepage&q=li

polytic%20activity&f=false 

[26] KAPTUROWSKA, Agata Urszula, Izabela Agnieszka STOLARZEWICZ, Jolanta 

KRZYCZKOWSKA a Ewa BIAŁECKA-FLORJAŃCZYK. Studies on the lipolytic activi-

ty of sonicated enzymes from Yarrowia lipolytica. Ultrasonics Sonochemistry [online]. 

2012, vol. 19, issue 1, s. 186-191 [cit. 2015-03-17]. DOI: 10.1016/j.ultsonch.2011.06.015. 

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1350417711001374 

[27] MCSWEENEY, P L H. The flavour of milk and dairy products: III. Cheese. Internati-

onal Journal of Dairy Technology [online]. 1997, vol. 50, issue 4, s. 123-128 [cit. 2015-03-

01]. DOI: 10.1111/j.1471-0307.1997.tb01752.x. Dostupné z: 

http://doi.wiley.com/10.1111/j.1471-0307.1997.tb01752.x 

[28] URBACH, G. The flavour of milk and dairy products: II. Cheese. International Jour-

nal of Dairy Technology [online]. 1997, vol. 50, issue 3, s. 79-89 [cit. 2015-03-01]. DOI: 

10.1111/j.1471-0307.1997.tb01743.x. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1471-

0307.1997.tb01743.x 

[29] NEVIANI, Erasmo, Cinzia CAGGIA a Randazzo CINZIA LUCIA. Cheese ripening: 

quality, safety and health aspects [online]. Hauppauge, NY: Nova Science Pu-blishers, 

Inc., 2013, p. cm. [cit. 2015-05-12] ISBN 978-162-4170-324. Dostupné z: 

https://books.google.cz/books?id=o1CeMQEACAAJ&dq=Cheese+ripening:+quality,+safe

ty+and+health+aspects&hl=cs&sa=X&ei=Ag9JVeLXIMWBU-

qPgegI&ved=0CCAQ6AEwAA 

[30] WOUTERS, Jan T.M, Eman H.E AYAD, Jeroen HUGENHOLTZ a Gerrit SMIT. 

Microbes from raw milk for fermented dairy products. International Dairy Journal. 2002, 

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1381117796000446
https://books.google.cz/books?id=pczoPJMYNoQC&pg=PA134&dq=lipolytic+activity&hl=cs&sa=X&ei=gNrqVPytMoXwoATgioL4Dg&ved=0CCgQ6AEwAQ#v=onepage&q=lipolytic%20activity&f=false
https://books.google.cz/books?id=pczoPJMYNoQC&pg=PA134&dq=lipolytic+activity&hl=cs&sa=X&ei=gNrqVPytMoXwoATgioL4Dg&ved=0CCgQ6AEwAQ#v=onepage&q=lipolytic%20activity&f=false
https://books.google.cz/books?id=pczoPJMYNoQC&pg=PA134&dq=lipolytic+activity&hl=cs&sa=X&ei=gNrqVPytMoXwoATgioL4Dg&ved=0CCgQ6AEwAQ#v=onepage&q=lipolytic%20activity&f=false
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1350417711001374


UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 68 

 

vol. 12, 2-3, s. 91-109. [cit. 2015-05-12] DOI: 10.1016/S0958-6946(01)00151-0. Dostupné 

z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958694601001510 

[31] EARLY, Ed. by Ralph. The technology of dairy products [online]. 2. ed. London 

[u.a.]: Blackie Acad. Professional, 1998. [2015-05-12] ISBN 07-514-0344-X.  

Dostupné z: https://books.google.cz/books?id=BuR28Y-

S4SMC&printsec=frontcover&dq=The+technology+of+dairy+products&hl=cs&sa=X&ei

=jQ9JVZiUOMzzUvmMgFA&ved=0CCkQ6AEwAA#v=onepage&q=The%20technology

%20of%20dairy%20products&f=false 

[32] ARORA, Dilip K, K MUKERJI a Elmer H MARTH. Foods and feeds [online]. New 

York, N.Y.: M. Dekker, c1991, x, 621 p. [2015-05-12] ISBN 08-247-8491-X. Dostupné z: 

https://books.google.cz/books?id=u4PShkRejw0C&printsec=frontcover&dq=Foods+and+f

eeds&hl=cs&sa=X&ei=NhFJVbqvO4fSUYi0gPgC&ved=0CCAQ6AEwAA#v=onepage&

q=Foods%20and%20feeds&f=false 

[33] LAW, Barry A. a A. Y. TAMIME. Technology of Cheesemaking: Society of Dairy 

Technology series [online]. 2. vyd. John Wiley & Sons, 2011. [2015-05-12] ISBN 

9781444347890. Dostupné z: 

https://books.google.cz/books?id=Turm77IMxnUC&printsec=frontcover&dq=Technology

+of+Cheesemaking:+Society+of+Dairy+Technology+series&hl=cs&sa=X&ei=1RFJVdrxJ

8PaUcO5gFg&ved=0CCAQ6AEwAA#v=onepage&q=Technology%20of%20Cheesemaki

ng%3A%20Society%20of%20Dairy%20Technology%20series&f=false 

[34] LARSEN, Mette Dines a Karina JENSEN. The effects of environmental conditions on 

the lipolytic activity of strains of Penicillium roqueforti. International Journal of Food 

Microbiology. 1999, vol. 46, issue 2, s. 159-166. [2015-05-12] DOI: 10.1016/S0168-

1605(98)00191-3. Dostupné z: 

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168160598001913 

[35] YALÇIN, Seda Karasu, Sule Senses ERGÜL a Z. Yeşim ÖZBAŞ. PEYNİR 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

CFU/ml 

CLA 

KOH 

LAB 

MK 

NaCl 

  Množství životaschopných buněk v 1 ml vzorku (Colony Forming Units) 

Konjugovaná kyselina linolová (Conjugated Linoleic Acid) 

Hydroxid draselný 

Bakterie mléčného kvašení (Lactic Acid Bacteria) 

Mastná kyselina 

Chlorid sodný 

SBA  Spirit Blue agar 

Tween 80  Neionický tenzid 
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