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ABSTRAKT 

Cílem práce je navrhnout a ověřit metodiku stanovení monoacylglycerolů v reálných sys-

témech. Parciální acylglyceroly připravené ve vysoké čistotě (99%) adicí mastné kyseliny 

na glycidol byly použity pro přípravu vzorků pečiva, ze kterých byly následně extrahovány 

ethanolem. Stanovení bylo provedeno pomocí kapalinové chromatografie na reverzní fázi 

isokratickou a gradientovou elucí pomocí UV a ELSD detekce. 

Návratnost monoacylglycerolu kyseliny laurové ze vzorků připravených při teplotě      C 

činila   ,    a u vzorků připravených při     C byla zjištěna hodnota 80,7 %. V případě 

monoacylglycerolu kyseliny palmitové ze vzorků podrobených teplotě      C byla „recove-

ry    ,    a u teploty     C toto bylo   ,   . Experimentálně bylo prokázáno, že rozdíl 

mezi původním a vyextrahovaným množstvím monoacylglycerolů lze přičíst jejich in-

terakci se složkami oleje. Ze zjištěných hodnot dále vyplývá, že teplota má výraznější vliv 

na vznik interakcí mezi monoacylgylcerolem kyseliny palmitové a olejem než v případě 

monoacylglycerolu kyseliny laurové.  

Klíčová slova: Monoacylglyceroly, HPLC, extrakce, pečivo   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

This thesis aims to create and test the methodology of monoacylglycerols determination in 

real systems. Partial acylglycerols were produced in a high purity (99 %) by addition of 

a fatty acid to glycidol and were used for preparation of pastry samples, from which they 

were then extracted. The determination was performed by the reversed phase liquid chro-

matography with an isocratic and gradient elution with UV and ELSD detectors. 

The recovery of monoacylglyceride of lauric acid from samples prepared at temperature of 

     C was 79.3 % and a found value for samples prepared at the temperature of     C was 

80.7 %. In case of monoacylglyceride of palmitic acid the recovery from samples subjected 

to the temperature of      C recovery 51.6 % and for the temperature of     C it was 

91.1 %. Experimentally it has been demonstrated, that the difference between the original 

and the extracted amount of monoacylglycerides is caused by their interaction with com-

pounds of oil. Detected values show, that the temperature has stronger impact on creation 

of interactions between monoacylglyceride of palmitic acid and oil than in case of monoa-

cylglyceride of lauric acid. 

Keywords: Monoacylglyceride, HPLC, extraction, pastry



Chci touto cestou poděkovat vedoucímu této práce panu doc. Ing. Rahulovi Janišovi CSc. 

za jeho cenné rady, odborné vedení a zájem v průběhu vypracovávání této diplomové prá-

ce. Dále bych chtěla poděkovat paní Evě Svobodové za ochotu a pomoc při práci 

v laboratoři. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že odevzdaná verze diplomové práce a verze elektronická nahraná do IS/STAG 

jsou totožné. 



OBSAH 

ÚVOD .................................................................................................................................. 13 

I TEORETICKÁ ČÁST ............................................................................................. 14 

1 MONOACYLGLYCEROLY .................................................................................. 15 

1.1 VLASTNOSTI MONOACYLGLYCEROLŮ ................................................................... 15 

2 VYUŽITÍ MONOACYLGLYCEROLŮ ................................................................ 17 

2.1 VYUŽITÍ MONOACYLGLYCEROLŮ V POTRAVINÁŘSKÉM PRŮMYSLU ...................... 17 

2.1.1 Funkce emulgátorů v pekařství .................................................................... 17 

2.1.1.1 Posilovače těst ..................................................................................... 18 

2.1.1.2 Změkčovače střídy ............................................................................... 18 

2.1.1.3 Vliv monoacylglycerolů na hnětení těsta ............................................ 19 

2.1.1.4 Vliv monoacylglycerolů na kvalitu chleba .......................................... 19 

2.1.1.5 Vliv monoacylglycerolů na pevnost střídy .......................................... 20 

2.1.1.6 Tvorba komplexů s amylosou .............................................................. 20 

2.2 VYUŽITÍ MONOACYLGLYCEROLŮ V KOSMETICE ................................................... 21 

2.2.1 Monoacylglyceroly jako součást kosmetických vehikul ............................. 21 

2.2.2 Monoacylglyceroly jako lipofilní emolienty a oklusiva .............................. 21 

3 ANTIMIKROBNÍ ÚČINKY MONOACYLGLYCEROLŮ ................................ 23 

3.1 VLIV ALKOHOLU A MASTNÉ KYSELINY NA ANTIMIKROBNÍ ÚČINKY 

MONOACYLGLYCEROLŮ ....................................................................................... 23 

3.1.1 Účinky na bakterie ....................................................................................... 23 

3.1.2 Účinky na kvasinky a mikromycety ............................................................. 24 

4 VÝROBA MONOACYLGLYCEROLŮ ................................................................ 25 

4.1 GLYCEROLÝZA ..................................................................................................... 25 

4.2 PŘÍPRAVA Z GLYCIDOLU ....................................................................................... 26 

4.3 ENZYMATICKÁ PŘÍPRAVA ..................................................................................... 27 

5 KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE ................................................................ 28 

5.1 DETEKTORY POUŽÍVANÉ V KAPALINOVÉ CHROMATOGRAFII ................................. 28 

5.1.1 Fotometrický detektor .................................................................................. 29 

5.1.2 Odpařovací detektor rozptylu světla ............................................................ 29 

6 MOŽNOSTI IZOLACE A ANALÝZY MAG OBSAŽENÝCH V 

REÁLNÝCH SYSTÉMECH ................................................................................... 31 



6.1 STANOVENÍ MAG TITRAČNÍ METODOU ................................................................ 31 

6.2 STANOVENÍ MAG V POTRAVINÁCH KAPALINOVOU CHROMATOGRAFIÍ ................ 31 

6.3 STANOVENÍ MAG V TUCÍCH PLYNOVOU CHROMATOGRAFIÍ ................................. 32 

6.4 IZOLACE A ANALÝZA MAG A MASTNÝCH KYSELIN Z KÝTY IBERSKÉHO 

PRASETE ............................................................................................................... 32 

6.5 IZOLACE A ANALÝZA MAG Z BRAMBOROVÉHO ČIPSU ......................................... 33 

6.6 IZOLACE A ANALÝZA MAG Z MOŘSKÉ HOUBY ..................................................... 34 

6.7 IZOLACE MAG Z BOCHNÍKU CHLEBA A ZE SÁDLA ................................................ 34 

6.8 IZOLACE A ANALÝZA MAG Z BIODIESLU ............................................................. 35 

6.9 ANALÝZA SMĚSI VOLNÝCH MASTNÝCH KYSELIN A MONO-, DI- A 

TRIACYLGLYCEROLŮ ............................................................................................ 36 

6.10 IZOLACE MONOACYLGLYCEROLU HEXADEKATRIENOVÉ KYSELINY Z LISTOVÉ 

RŮŽICE ŘEDKVE .................................................................................................... 36 

6.11 IZOLACE MONOACYLGLYCEROLŮ Z CHALUHY SARGASSUM SAGAMIANUM.............. 37 

6.12 KVANTITATIVNÍ STANOVENÍ MONO– A DIACYLGLYCEROLŮ V OLIVOVÉM 

OLEJI .................................................................................................................... 37 

6.13 ANALÝZA MONOACYLGLYCEROLŮ V KOKOSOVÉM OLEJI ..................................... 39 

6.14 SIMULTÁNNÍ STANOVENÍ GLYCEROLU MONO–, DI– A TRIACYLGLYCEROLŮ 

V METHYLESTERECH ROSTLINNÝCH OLEJŮ KAPILÁRNÍ PLYNOVOU 

CHROMATOGRAFIÍ ................................................................................................ 40 

7 SHRNUTÍ TEORETICKÉ ČÁSTI ......................................................................... 41 

8 CÍLE PRÁCE ........................................................................................................... 42 

II PRAKTICKÁ ČÁST ................................................................................................ 43 

9 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ................................................................................... 44 

9.1 SEZNAM POUŽITÝCH CHEMIKÁLIÍ A SUBSTANCÍCH ............................................... 44 

9.2 SEZNAM POUŽITÝCH PŘÍSTROJŮ A ZAŘÍZENÍ ......................................................... 45 

9.3 PŘÍPRAVA MAG KYSELINY LAUROVÉ A PALMITOVÉ ............................................ 47 

9.3.1 Příprava monoacylglycerolu kyseliny laurové ............................................. 47 

9.3.2 Příprava monoacylglycerolu kyseliny palmitové ......................................... 48 

9.3.3 Purifikace vzniklých MAG .......................................................................... 48 

9.3.4 Stanovení stupně konverze připravovaných MAG ...................................... 49 

9.3.4.1 Příprava  , M ethanolického KOH ..................................................... 49 

9.3.4.2 Příprava směsi xylen:ethanol (1:1) ...................................................... 49 

9.3.5 Orientační stanovení čistoty produktů ......................................................... 49 

9.3.5.1 Příprava chromatografické desky ........................................................ 50 

9.3.5.2 Příprava vyvíjecí lázně pro TLC .......................................................... 50 

9.3.5.3 TLC analýza ......................................................................................... 50 

9.4 KALIBRACE KAPALINOVÉHO CHROMATOGRAFU ................................................... 50 

9.4.1 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci UV detektoru .......................... 51 

9.4.2 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci ELSD detektoru ...................... 51 



9.4.3 Příprava mobilní fáze ................................................................................... 51 

9.4.4 Provedení kalibrace ...................................................................................... 51 

9.5 PŘÍPRAVA REÁLNÝCH VZORKŮ PEČIVA PRO HPLC ANALÝZU ............................... 52 

9.6 EXTRAKCE MAG ZE VZORKŮ ............................................................................... 53 

9.6.1 Stanovení počtu cyklů pro extrakci .............................................................. 53 

9.6.2 Extrakce vzorků ........................................................................................... 53 

9.7 ANALÝZA VZORKŮ ............................................................................................... 54 

9.7.1 HPLC analýza pomocí UV detektoru .......................................................... 54 

9.7.2 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru ...................................................... 55 

9.7.2.1 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny laurové

 ............................................................................................................................. 55 

9.7.2.2 HAPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny 

palmitové ............................................................................................................. 55 

9.8 STANOVENÍ ÚBYTKU MAG V DŮSLEDKU PEČENÍ ................................................. 56 

9.9 STANOVENÍ INTERAKCE MONOACYLGLYCEROLŮ S POUŽITÝM OLEJEM ................. 56 

9.10 ZPRACOVÁNÍ VÝSLEDKŮ ...................................................................................... 57 

10 VÝSLEDKY A DISKUZE ....................................................................................... 59 

10.1 PŘÍPRAVA MAG KYSELIN LAUROVÉ A PALMITOVÉ .............................................. 59 

10.2 STANOVENÍ STUPNĚ KONVERZE A TLC ANALÝZA PRODUKTŮ .............................. 59 

10.2.1 Stanovení stupně konverze ........................................................................... 60 

10.2.2 Výsledky TLC analýzy ................................................................................ 63 

10.3 KALIBRACE KAPALINOVÉHO CHROMATOGRAFU ................................................... 63 

10.3.1 Kalibrace UV detektoru ............................................................................... 64 

10.3.2 Kalibrace ELSD detektoru ........................................................................... 66 

10.4 STANOVENÍ POČTU CYKLŮ PRO EXTRAKCI ............................................................ 69 

10.5 ANALÝZA VZORKŮ A STANOVENÍ „RECOVERY  .................................................... 69 

10.5.1 Analýza vzorků pomocí UV detektoru ........................................................ 70 

10.5.2 Analýza vzorků pomocí ELSD detektoru a stanovení „recovery ............... 71 

10.5.3 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny laurové a stanovení 

„recovery  .................................................................................................... 71 

10.5.3.1 Úbytek MAG kyseliny laurové během pečení .................................... 73 

10.5.3.2 Interakce oleje s MAG kyseliny laurové ............................................ 74 

10.5.4 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny palmitové a stanovení 

„recovery  .................................................................................................... 75 

10.5.4.1 Úbytek MAG kyseliny palmitové během pečení ................................ 78 

10.5.4.2 Interakce oleje s MAG kyseliny palmitové ........................................ 78 

10.5.5 Analýza reálných vzorků pečiva s obsahem MAG kyseliny laurové a 

MAG kyseliny palmitové připravených při teplotě     C ............................. 80 

ZÁVĚR................................................................................................................................ 82 

SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY .............................................................................. 84 

SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK ..................................................... 91 

SEZNAM OBRÁZKŮ ....................................................................................................... 92 



SEZNAM TABULEK ........................................................................................................ 95 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 13 

 

ÚVOD 

Monoacylglyceroly spolu s diacylglyceroly byly prvními emulgátory přidanými do potra-

vin. Poprvé byly použity v margarinu pro plundrové a listové těsto. První patent týkající 

se monoacylglycerolů je z roku 1938 z USA a popisuje užitečnost surfaktantů v emulzích 

a margarinech. V roce      byly poprvé použity v koláčích shorteningy s obsahem mono-

acylglycerolů a následně se začaly monoacylglyceroly používat i pro pečení chleba 

[1, s. 298].  

Mono- a diacylglyceroly patří k nejrozšířenějším emulgátorům v potravinářství. Můžeme 

je nalézt např. v pekařských produktech, margarinech a mražených dezertech. Své široké 

využití nalézají i v oblasti kosmetiky a farmacie [1, s. 148, 298]. 

S využitím monoacylglycerolů je spjata i nutnost jejich stanovení v různých systémech, ve 

kterých se vyskytují, ať už z důvodů kontroly kvality nebo hygienických testů. Důležitým 

problémem při jejich stanovení je jejich izolace ze systémů. Každý systém se skládá 

z jiných komponent a není tak možné určit univerzální způsob izolace. Naopak samotná 

analýza nepředstavuje výrazný problém, lze pro ni využít např. kapalinovou, plynovou 

nebo gelovou permeační chromatografii. 

Tato diplomová práce si klade za cíl připravit monoacylglyceroly o vysoké čistotě a pomo-

cí nich okalibrovat HPLC systém. Dále vytvořit reálný vzorek pečiva, který bude připrave-

né monoacylglyceroly obsahovat a navrhnout způsob jejich extrakce a analýzy pomocí 

kapalinové chromatografie. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 MONOACYLGLYCEROLY 

Monoacylglyceroly (MAG) jsou z chemického hlediska parciální estery glycerolu a mast-

ných kyselin (Obr.  ). MAG tvoří nejpolárnější složku jednoduchých lipidů a nachází 

se v tucích a olejích rostlinného i živočišného původu. Často jsou v jejich molekule vázány 

mastné kyseliny nasycené (palmitová, stearová), ale mohou se vyskytovat i kyseliny nena-

sycené jako je kyselina olejová. Díky své amfipatické struktuře jsou MAG neionickými 

surfaktanty. Komerčně vyrobené systémy se skládají ze směsi mono- a/nebo diesterů gly-

cerolu a malého množství triesterů [1, s. 147], [2, s. 884–890], [3], [4]. 

 

Obr. 1: Struktura molekuly monoacyglycerolu [3]. 

1.1 Vlastnosti monoacylglycerolů 

Monoacylglyceroly se mohou vyskytovat jako olejovité kapaliny v barvě od světle slámo-

vé po hnědou nebo jako voskovité pevné látky krémově bílé barvy. Pevné monoacylglyce-

roly se nachází ve formě vloček, prášku nebo malých kuliček [5, s. 40–58]. 

Podobně jako triacylglyceroly vykazují monoacylglyceroly vlastnosti polymorfních látek. 

Jsou schopny krystalizovat ve třech formách a to v α, β´ a β. Forma α vznikne, pokud do-

jde po roztavení MAG k jeho rychlému zchlazení. Ze všech tří forem je nejméně stabilní 

a postupně přechází přes β´ na nejstabilnější formu β [5, s. 40–58], [6, s. 34–35], [7].  

Monoacylglyceroly vykazují nízkou hodnotou HLB (nižší než  ). Díky tomuto jsou hůře 

rozpustné ve vodě a naopak se dobře se rozpouštějí v tucích a olejích. Jako neionogenní 

emulgátory jsou schopny stabilizovat emulze typu v/o [5, s. 40–58], [6, s. 34–35], [7]. 

Emulgátor je povrchově aktivní látka, jejíž molekuly se skládají z části hydrofobní a z části 

hydrofilní. Na rozhraní fází se molekuly orientují tak, že hydrofobní část (řetězce mast-

ných kyselin) směřují do hydrofobní fáze a hydrofilní části do fáze vodné. Tím vytvoří 

mezi fázemi orientovaný film, který usnadňuje dispergaci a stabilizuje disperzi [5, s. 40–

58], [8, s. 157].  
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Rozpustnost MAGů je závislá na délce uhlovodíkového řetězce navázaného zbytků mastné 

kyseliny. Jelikož se jedná o nejpolárnější složky jednoduchých lipidů, jsou dobře rozpustné 

v polárních rozpouštědlech, jako je např. ethanol. Ve vodě jsou MAG nerozpustné 

[1, s. 147], [2, s. 884–890], [9, s. 41–42] 

Mezi další vlastnosti MAG patří schopnost tvořit gel s lamelární strukturou, která je po-

dobná dvojvrstvám lipidů (Obr. 2). Ke tvorbě gelu dochází po roztavení MAG, při jejich 

zahřívání nad bod tání, který je asi 8   C [5, s. 40–58], [6, s. 34–35], [7]. 

 

Obr. 2: Struktura monoacylglycerolů ve vodě [6, s. 34–35]. 

Velikost vznikající dvojvrstvy je ovlivněna čistotou MAG. S rostoucím obsahem diacyl-

glycerolů dochází ke snižování její tloušťky a pokud jsou přítomny triacylglyceroly, může 

dojít k jejímu zániku. K zániku dojde kvůli schopnosti monoacylglycerolů tvořit 

s triacylglyceroly emulze. Přídavkem ve vodě rozpustného tenzidu (zvláště anionického) 

lze dosáhnout zvětšení vzdálenosti dvojvrstev a k jejich stabilizaci [6, s. 34–35]. 
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2 VYUŽITÍ MONOACYLGLYCEROLŮ 

Monoacylglyceroly jsou klasifikovány jako neionické surfaktanty, z čehož plyne jejich 

využití. Používají se v řadě průmyslových odvětví, jako je například farmacie, kosmetický 

průmysl a především potravinářský průmysl [1, s. 147]. 

Monoacylglyceroly patří spolu s diacylglyceroly k nejpoužívanějším emulgátorům v po-

travinářství, tvoří asi      celkové produkce potravinářských emulgátorů [10, s. 353–360], 

[11, s. 292–293], [2, s. 884–890].  

2.1 Využití monoacylglycerolů v potravinářském průmyslu 

V potravinářství jsou monoacylglyceroly používány především v pekařství, kde se využí-

vají pro jejich schopnost posílit glutenové struktury výrobku a tím prodloužit jeho čers-

tvost. Dále se pak využívají při výrobě margarinů, cukrovinek a mléčných produktů. 

V potravinářském průmyslu jsou kladeny vysoké nároky na čistotu MAG. Přestože jde 

o přirozené deriváty tuků, je jejich množství regulováno (viz Tab. 1) [6, s. 33–34]. 

Tab. 1: Povolené množství monoacylglycerolů v potravinách [6, s. 33–34]. 

Název potraviny Množství monoacylglycerolů 

Piškoty, sušenky, suchary, obilné výrobky 5000 mg/kg 

Neemulgované tuky a oleje (mimo olivového) 10000 mg/kg 

Chléb nezbytné množství 

Kakao nezbytné množství 

Mléčná výživa určená k výživě kojenců 4000 mg/kg 

2.1.1 Funkce emulgátorů v pekařství 

V pekařském průmyslu se setkáváme s důležitým problémem. Po upečení pečiva dochází 

k velice rychlému stárnutí výrobku – okorávání a tím ke zhoršení senzorických vlastností. 

Takový výrobek se pak stává neprodejný a dochází k ekonomickým ztrátám výrobce. Ztrá-

ty se pohybují v rozmezí asi 8 – 10 % z celkové produkce pečiva. Tento problém lze řešit 

přídavkem emulgátorů, mezi které patří i MAG [10, s. 353–360].  
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Mezi jejich schopnosti patří, že zlepšují [10, s. 353–360]: 

 Hnětení těsta a jeho pevnost. 

 Míru hydratace těsta a sorpci vody. 

 Toleranci k delší době odležení a fermentace. 

 Strukturu střídy (jasnost, velikost zrn, nadýchanost). 

 Sílu kůrky. 

 Životnost. 

 V kombinaci s přídavkem shorteningů zvyšují objem těsta. 

Emulgátory používané v pekařství se obecně dělí do dvou skupin: tzv. posilovače těst 

a změkčovače střídky. Avšak stejný emulgátor může vykazovat vlastnosti obou skupin 

[10, s. 353–360], [12, s. 266–279]. 

2.1.1.1 Posilovače těst 

Při průmyslové výrobě chleba je předpoklad, že se těsto nebude lepit ke kovovým po-

vrchům a bude odolné vůči vibracím a mechanickému namáhání. Pro zajištění těchto 

vlastností se právě používají emulgátory, tedy i MAG [10, s. 353–360], [12, s. 266–279]. 

Pro vysvětlení mechanismu působení emulgátorů na pevnost těsta existuje více teorií. Jed-

na z nich říká, že molekuly emulgátoru jsou schopny vytvořit kapalné filmy lamelární 

struktury mezi glutenovými vlákny a škrobem. Tím zlepšují schopnost glutenu tvořit film, 

který udržuje v těstě plyn vyprodukovaný kvasinkami [10, s. 353–360], [12, s. 266–279]. 

2.1.1.2 Změkčovače střídy 

Změkčovače střídky interagují se složkami mouky a pomáhají tak udržet střídu chleba déle 

měkkou a brání tak okorávání chleba (Obr.  ). Okorávání je způsobeno změnami ve frak-

cích škrobu. Mezi nejběžnější emulgátory používané pro změkčení střídy patří MAG 

[10, s. 353–360], [12, s. 266–279]. 
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Obr. 3: Mechanismus pečení a stárnutí chleba [13, s. 48] 

Monoacylglyceroly mají schopnost tvořit ve vodě nerozpustné komplexy s amylosou. Díky 

tomu se část amylosy, na kterou jsou navázány MAG, neúčastní tvorby gelu, který nor-

málně škrob tvoří v těstě. Při chlazení tak amylosa navázaná v komplexech nerekrystalizu-

je a nepodílí se tak na okorávání chleba [10, s. 353–360]. 

2.1.1.3 Vliv monoacylglycerolů na hnětení těsta 

Na hnětení těsta má typ a koncentrace použitého MAG významný vliv. Stejně tak ovlivňu-

je i energii potřebnou k hnětení [2, s. 884–890], [13, s. 145–150]. 

Při zvýšení koncentrace MAG dochází ke zvýšení doby hnětení. Obecně lze říct, že delší 

nasycený řetězec zbytku kyseliny v MAG (např. C  : , C 8: , C2 : ) má na dobu hnětení 

menší vliv, zatím co MAG s nenasyceným řetězcem (např. C 8:2) má vliv výrazný 

[2, s. 884–890], [13, s. 145–150]. 

2.1.1.4 Vliv monoacylglycerolů na kvalitu chleba 

Monoacylglyceroly jsou schopné ovlivnit kvalitu a objem bochníku chleba. Tato jejich 

vlastnost je však závislá na řetězci mastné kyseliny, kterou MAG obsahuje. MAG obsahu-

jící kyselinu s nasyceným řetězcem mají na objem bochníku chleba výrazný pozitivní vliv. 

Naopak, pokud je řetězec kyseliny v MAG nenasycený, je tento vliv nepodstatný. Celkové 
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působení MAG je však ovlivněno samotným procesem pečení [2, s. 884–890], [13, s. 145–

150]. 

Pozitivní vliv MAG na objem bochníku je nejspíše způsoben jejich schopností chovat 

se jako náhrady shorteningů. Toto vede ke zlepšeným manipulačním vlastnostem a zlepše-

ní stability plynových buněk během pečení [2, s. 884–890], [13, s. 145–150]. 

2.1.1.5 Vliv monoacylglycerolů na pevnost střídy  

Monoacylglyceroly ovlivňují i pevnost střídy pečiva. Obecně lze říct, že typ MAG a jeho 

koncentrace může silně ovlivnit pevnost střídy i délku doby, za kterou dojde během skla-

dování k navýšení její pevnosti. Monoacylglyceroly působí hlavně tak, že zpomalují tvrd-

nutí střídy. To, jak MAG ovlivní počáteční pevnost střídy, závisí hlavně na povaze MAG 

(nasycenost uhlovodíkového řetězce, poloha dvojných vazeb). Na funkci MAG má ale také 

velký vliv samotný výrobní proces výrobku a způsob pečení [2, s. 884–890], [13, s. 145–

150]. 

U MAG s krátkým a polynenasyceným řetězcem bylo zjištěno, že se zvyšující se koncent-

rací se významně zvyšuje pevnost střídy. U MAG s nasyceným řetězcem o délce C 4:  

a C22:  nebyl tento vliv velmi výrazný, avšak MAG s řetězcem C  :  a C 8:  snižovaly 

tvrdost střídy velmi výrazně. Nejvýraznější vliv byl zjištěn u  -monopalmitoylglycerolu 

(CAS 542-44-9) (C16:0) [2, s. 884–890], [13, s. 145–150]. 

2.1.1.6 Tvorba komplexů s amylosou 

Prodloužení měkkosti střídy chleba je zapříčiněno komplexy, které jsou tvořeny mezi 

MAG a amylózou. Při přípravě těsta škrobová zrna botnají a amylóza přechází z původně 

krystalického stavu do stavu amorfního. Během pečení toto botnání pokračuje, amorfní 

stav amylózy přechází do roztoku a dochází ke změně uspořádání amylopektinu z krysta-

lického stavu do gelu. Při následném chlazení amylóza opět přechází do krystalického sta-

vu. Pokud je však do těsta přidán MAG, dojde k vytvoření komplexu mezi MAG a amyló-

zou a tím se zabrání tvrdnutí chleba. Uspořádání komplexu je takové, že kolem hydrofobní 

části MAG se vytváří krystalická struktury amylózy (šroubovice) [6, s. 35]. 

Vlastnosti vzniklých komplexů jsou závislé na délce a na nasycenosti/nenasycenosti řetěz-

ce zbytku navázané mastné kyseliny v MAG. Na stabilitu komplexů mají vliv různé látky. 

Chaotropní anionty, např. thiokyanatan, strukturu komplexů destabilizují. Naopak na jejich 
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stabilizaci mají dobrý vliv anionty s vysokým Hofmeistrovým číslem a vápenaté ionty 

v nízké koncentraci. Oproti tomu vysoké koncentrace vápenatých iontů mají na komplexy 

destabilizující vliv. Dále mohou mít na stabilitu určitý vliv močovina, glycerol, hořečnaté 

kationty a síranové anionty [50, s. 61–71], [15, s. 95–101]. 

2.2 Využití monoacylglycerolů v kosmetice 

Monoacylglyceroly nacházejí své uplatnění i v kosmetickém průmyslu. Jsou schopny 

ovlivňovat funkce používaných tenzidů a kůži poskytují různé benefity. Příklady jejich 

využití jsou v následujících kapitolách. 

2.2.1 Monoacylglyceroly jako součást kosmetických vehikul 

Prvním příkladem je použití MAG do kosmetických vehikul. Pokud jsou dispergované 

ve vodě a je v systému přítomen surfaktant s vysokou hodnotou HLB, tvoří MAG lamelár-

ní fázi. Za zvýšených teplot dochází k jejímu botnání a to má za následek schopnost zadr-

žovat v lamelární fázi velké množství vody. Po snížení teploty se vytvoří lamelární krysta-

lový gel, který je schopen stabilizovat krémy a lotiony a má vliv na jejich konzistenci 

[16, s. 115–116]. 

2.2.2 Monoacylglyceroly jako lipofilní emolienty a oklusiva 

Dále mají MAG schopnost zlepšovat stav pokožky a zmenšovat její odmašťování, které 

je způsobeno používáním čističů na bázi surfaktantů, a mohou zlepšovat kompatibilitu 

kůže a použitých surfaktantů. Některé MAG jsou přirozenou součástí kožních lipidů. Mezi 

takové patří např. monoacylglyceroly kyseliny stearové, palmitové nebo laurové. Při mytí 

kůže produktem obsahujícím tyto MAG dochází k jejich naadsorbování na kůži. Pokud se 

používají ve směsích s pěnotvornými surfaktanty, zlepšují kvalitu pěny (velikost bublin, 

krémovitost, stabilitu pěny) [17, s. 251–252]. 

Jejich etoxylované deriváty jsou schopny dodávat kůži lipidy (míra závisí na délce řetězce 

a stupni etoxylace), působí jako antiiritační a zklidňující činidla a poskytují pěnám klouza-

vost. Jeden z nejvyužívanějších je PEG–  glycerylkokoát. Mezi jeho vlastnosti patří snižo-

vání iritace anionických surfaktantů s minimálním vlivem na jejich schopnost pěnění. Po-

kud mají etoxylované deriváty delší uhlíkatý řetězec, poskytují kůži hladkost [17, s. 251–

252]. 
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Dále se mohou monoacylglyceroly používat do mýdel a syndetů, kde snižují iritaci pokož-

ky [18, s. 279–280]. 
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3 ANTIMIKROBNÍ ÚČINKY MONOACYLGLYCEROLŮ 

Mastné kyseliny samotné vykazují antimikrobní účinky a stejně je tomu tak i u některých 

jejich esterů, tedy i u MAG. Tyto účinky jsou ovlivněny alkoholem, který byl použit 

k esterifikaci mastné kyseliny [19, s. 332–333]. 

3.1 Vliv alkoholu a mastné kyseliny na antimikrobní účinky monoacyl-

glycerolů 

Při použití jednofunkčního alkoholu, jako je např. methanol, bylo zjištěno, že vzniklé este-

ry jsou neúčinné. Aby měly estery antimikrobní účinky, je třeba použít alkohol s více 

funkčními skupinami, jako je např. glycerol. Vzniklé MAG mají volné hydroxylové skupi-

ny, které jsou pro antimikrobní působení důležité. Antimikrobní působení MAG je tak vý-

raznější než působení samotných kyselin [19, s. 332–333]. 

Kromě alkoholu má vliv na antimikrobní působení MAG i struktura mastné kyseliny. 

Mastné kyseliny s kratším řetězcem mají efekt na grampozitivní bakterie. Největší antimi-

krobní účinky z kyselin s nasyceným řetězcem má kyselina laurová, s nenasyceným kyse-

lina palmitoolejová a s polynenasyceným řetězcem kyselina linolová. Pozice dvojných 

vazeb a jejich počet je důležitější pro kyseliny s dlouhým řetězcem (více jak C 2) a cis 

forma je na rozdíl od formy trans aktivní. Na kvasinky působí jen kyseliny s řetězcem ob-

sahujícím    až  2 uhlíků [19, s. 332–333].   

Bylo zjištěno, že polymery, jako je např. škrob a proteiny, mají na antimikrobní účinky 

MAG neutralizující účinky. Dále se v různých studiích uvádí, že více účinné jsou MAG 

s kratším řetězcem a vůbec nejúčinnější je MAG kyseliny laurové [19, s. 332–333], 

[20, s. 3488–3495], [21, s. 5507–5515]. 

Mezi další vlivy působící na antimikrobní vlastnosti MAG patří teplota, chelatační činidla 

nebo přítomnost kyselin. Všechny tyto vlivy zvyšují antimikrobní účinky MAG 

[21, s. 5507–5515], [22, s. 63–74]. 

3.1.1 Účinky na bakterie 

Monoacylglyceroly působí jak na bakterie grampozitivní, tak i na bakterie s gramnegativ-

ním typem buněčné stěny [23, s. 359–366], [24, s. 329–331]. 
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Na grampozitivní bakterie působí především MAG obsahující mastnou kyselinu 

s nasyceným řetězcem se střední délkou a sudým počtem uhlíkových atomů. Mezi nejstu-

dovanější patří MAG kyseliny laurové a kaprinové. Tyto MAG působí například na Strep-

tococcus pneumoniae a Staphylococcus aureus. Dále působí MAG např. proti patogenním 

listeriím a na sporulující mikroorganismy jako je např. Bacillus cereus [25, s. 12–15]. 

Gramnegativní bakterie vykazují vyšší odolnost vůči antimikrobiálnímu působení MAG. 

Důvodem je odlišná stavba buněčné stěny oproti grampozitivním bakteriím. Bylo zjištěno, 

že na gramnegativní bakterie působí inhibičně MAG kyselin laurové, myristové a palmito-

vé. Na různé bakterie působí však různě. Např. zatím co na E. coli mají výrazný vliv, 

na Salmonella ssp. je tento vliv mírnější [25, s. 12–15]. 

3.1.2 Účinky na kvasinky a mikromycety 

Antimikrobní účinek MAG byl prokázán i na kvasinky a mikromycety. Výrazný inhibiční 

vliv byl prokázán u MAG kyseliny kaprinové, která působí např. na kvasinku Candida 

albicans a na plísně rodu Penicillium [24, s. 329–331]. Dále bylo ve výzkumu Buňkové 

a spol. (2010) [26, s. 173–179] prokázáno, že aplikace roztoků MAG na povrch čerstvého 

chleba dokáže potlačit růst mikromycet minimálně po dobu dvou týdnů. 
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4 VÝROBA MONOACYLGLYCEROLŮ 

Nejčastěji použitá metoda pro výrobu MAG je glycerolýza triacylglycerolů z tuků a olejů. 

Mezi další používanou reakcí je příprava  -monoacylglycerolů z glycidolu. 

4.1 Glycerolýza 

Při glycerolýze (Obr. 4) jsou tuky a oleje za teploty 200–250  C a přítomnosti alkalického 

katalyzátoru NaOH nebo Ca(OH)2 smíchány s přebytkem glycerolu. Tato směs je udržo-

vána při vysoké teplotě, než se radikály mastných kyselin z triacylglycerolů náhodně roz-

dělí na volné hydroxylové skupiny glycerolu [1, s. 147], [27, s. 872–873], [28, s. 145–198].  

 

Obr. 4: Výroba MAG glycerolýzou [27, s. 419-425]. 

Po dosažení rovnováhy se reakční směs zchladí a katalyzátor se deaktivuje. K deaktivaci 

katalyzátoru se často používá kyselina fosforečná a vznikají fosforečné soli. Ty lze ze smě-

si odstranit filtrací. Dále se musí odstranit přebytek glycerolu. Část se po ochlazení směsi 

usadí ve spodní vrstvě a může tak být odstraněna dekantací. Glycerol, který zůstane roz-

ptýlen ve směsi, se odstraní vakuovou destilací vodní parou [1, s. 147]. 

Tímto procesem vznikne podstatné množství MAG a dále menší množství diacylglycerolů 

(DAG), triacylglycerolů s přestavěnou strukturou a volný glycerol. Množství vznikajících 

MAG lze ovlivnit poměry reaktantů, teplotou, dobou reakce a použitým katalyzátorem. 

Většinou vznikne      MAG, 4    DAG a      triacylglycerolů. Převážná část vznik-

lých MAG (8   ) má esterifikovaný α uhlík glycerolu [1, s. 147]. 

Mezi výhody této metody patří [1, s. 147]: 

 Možnost využít odpadní tuky. 

 Nižší ekonomická náročnost. 
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Nevýhodami této metody jsou [1, s. 147]: 

 Neselektivita reakce. 

 Vznik směsi MAG, DAG, triacylglycerolů a mastných kyselin → nutnost další pu-

rifikace 

 Nutnost vysoké teploty → vznik degradačních produktů tuků 

4.2 Příprava z glycidolu 

Principem přípravy monoacylglycerolů z glycidolu (zjednodušené schéma na Obr.  ) 

je nukleofilní adice mastné kyseliny na velmi reaktivní glycidol (oxiranylmethanol, 

CAS 566-52- ), při které dochází k otevření epoxidového kruhu glycidolu. Reakce je kata-

lyzovaná organickými bázemi jako jsou např. aminy nebo amoniové soli, přičemž ami-

noskupiny jsou pro následné lehčí odstranění katalyzátoru imobilizovány [30, s. 97–107], 

[31, s. 351–354], [32, s. 199–209]. 

 

Obr. 5: Příprava 1–monoacylglycerolů z glycidolu [30, s. 97–107]. 

 

Výhody metody spočívají [31, s. 351–354]: 

 Mírné reakční podmínky. 

 Krátký reakční čas. 

 Možnost přípravy MAG z jakékoli kyseliny. 

 Vznik čistých produktů (stupeň konverze více jak     ). 

Mezi nevýhody patří [31, s. 351–354]: 

 Nutnost odstraňování toxického glycidolu. 

 Přítomnost chromu v katalyzátoru. 
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Nevýhody této metody lze však jednoduše odstranit. Glycidol je možné na konci reakce 

přeměnit na již netoxický glycerol (v prostředí za přítomnosti vody se glycidol přeměňuje 

na glycerol). Přítomnost chromu by se mohla zdát důležitým problémem pro následné pou-

žití připraveného MAG v potravinářství. Avšak chrom se zde nachází ve formě Cr
3+
, jedná 

se tedy o biogenní prvek. Dále je odstraňován při purifikaci produktu a jeho množství 

je v reakci tak i v systému do kterého je následně MAG použit nevýznamné. 

4.3 Enzymatická příprava 

Enzymově katalyzovaná příprava MAG (Obr.  ) má asi 8    výtěžnost. Reakce probíhá 

v mikroemulzi bez kosurfaktantu [33, s. 1544–1548]. 

 

Obr. 6: Enzymatická výroba MAG [33, s. 1544-1548]. 

Mikroemulze jako reakční medium zmenšuje problém s rozpustností triacylglycerolů 

a dalších lipofilních složek. Typ vzniklého MAG záleží na specifitě lipázy, např. použitím 

1,3–specifické lipázy dojde k odštěpení mastné kyseliny z glycerolu z polohy 1 a 3 a vzni-

ká tak 2–monoacylglycerol. Vysokou glycerolytickou aktivitu mají např. lipázy Pseudo-

monas fluorescens a Chrombacterium viscosum. Optimální teplota reakce je 35  C a doba 

3 hodiny [33, s. 1544–1548], [34, s. 808–834].  

Výhody enzymatické přípravy spočívají v [33, s. 1544–1548]: 

 Jedná se o ekologický způsob. 

 Mírné reakční podmínky. 

Mezi nevýhody patří hlavně [33, s. 1544–1548]: 

 Ekonomická náročnost. 

 Možnost hydrolýzy (při vyšším obsahu vody, než je optimum). 
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5 KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

Chromatografie je separační metoda sloužící ke kvalitativní a kvantitativní analýze. Vzo-

rek (analyt) se nanáší mezi dvě nemísitelné fáze: stacionární (nepohyblivou) a mobilní 

(pohyblivou). Mobilní fází je analyt unášen přes stacionární fázi, která zachycuje jeho 

složky a zdržuje je při pohybu. Nejvíce zdržovány jsou ty, které mají největší afinitu 

ke stacionární fázi. Tím dochází k separaci složek vzorku [35, s. 10–26].  

V kapalinové chromatografii je jako mobilní fáze použita kapalina, která má i výrazný vliv 

na separaci. Analyzovaný vzorek se tedy rozděluje mezi stacionární i mobilní fázi. Při této 

metodě se mohou využívat všechny možné mechanismy separace (adsorpce, rozdělování 

na základě různé rozpustnosti, iontová výměna, molekulově sítový efekt nebo specifické 

interakce v afinitní chromatografii) [35, s. 10–26].  

Kapalinový chromatograf (Obr.  ) je modulární povahy a skládá se z několika základních 

částí: čerpadla, směšovacího zařízení, dávkovacího zařízení a kolony. Každá tato část má 

svou specifickou funkci [35, s. 10–26].   

 

Obr. 7: Kapalinový chromatograf – schéma [35, s. 10–26]. 

5.1 Detektory používané v kapalinové chromatografii 

Používané detektory musí být takové, aby byly selektivní pro analyt a málo citlivé pro mo-

bilní fázi. Mezi používané detektory patří např. [35, s. 10–26]: 

 Fotometrický. 

 Refraktometrický. 
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 Fluorescenční. 

 Hmotnostní. 

 Elektrochemické. 

Přičemž mezi nejpoužívanější patří fotometrický, refraktometrický a flourescenční 

[35, s. 10–26].  

5.1.1 Fotometrický detektor 

Tento detektor patří mezi nejběžněji užívané detektory. Je založen na měření absorbance 

eluátu vycházejícího z kolony. Aby byl optimálně citlivý, je potřeba zajištění dostatečné 

absorpční dráhy kyvety, kterou paprsek prochází. Fotometrické detektory mohou být jed-

nodušší, které zvládnou měřit ve vlnové délce ultrafialové oblasti nebo složitější, kde je 

možnost nastavení vlnové délky monochromátorem. Dále jsou takové, které jsou schopny 

měřit pomocí diodového pole (Obr. 8) absorpční spektrum v určité oblasti vlnových délek 

a uložit jej. Citlivost fotometrických detektorů je závislá na velikosti molárního absorpční-

ho koeficientu měřené látky [35, s. 10–26]. 

 

Obr. 8: Fotometrický detektor s diodovým polem [35, s. 10–26]. 

5.1.2 Odpařovací detektor rozptylu světla 

Odpařovací detektor rozptylu světla ELSD ( Evaporative Light Scattering Detector) je dal-

ším detektorem používaným v kapalinové chromatografii. Slouží k detekci látek neobsahu-

jící ve své molekule chromofor nebo fluorofor. Jeho nespornou výhodou je jeho univerzál-

nost [36]. 

Při vstupu eluentu dojde ve zmlžovači k jeho zmlžení inertním plynem (dusíkem). Zmlže-

ný eluent vstoupí do evaporační komůrky, ve které dojde k odpaření mobilní fáze a vytvo-

ření částic méně těkavé rozpuštěné látky. Ve zmlžovači dojde dále ke kondenzaci eluentu 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 30 

 

a ten je následně odveden odpadním výfukem. Proto je zapotřebí využívat mobilní fáze 

s obsahem těkavých složek (např. kyselina octová, octan amonný). V optické komůrce 

dojde k rozptylu světla na částečkách rozpuštěné látky. Fotodetektor dává následně ode-

zvu, která je přímo úměrná hmotě rozpuštěné látky procházející optickým paprskem [36]. 
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6 MOŽNOSTI IZOLACE A ANALÝZY MAG OBSAŽENÝCH V 

REÁLNÝCH SYSTÉMECH 

Analýza samotných MAG nepředstavuje významný problém. Mezi používané metody patří 

např. titrační metody, analýza kapalinovou chromatografií na reverzní fázi nebo plynovou 

chromatografií. 

Významný problém představuje samotná izolace MAG z reálných systémů. Např. pro izo-

laci MAG z masa a pečiva nelze využít stejné metody. Tyto metody jsou dále popsány. 

Dále se při izolaci můžeme setkat s tím, že některé složky systému mohou s MAG interfe-

rovat. 

6.1 Stanovení MAG titrační metodou 

Jednou z nejstarších metod je metoda založená na jodometrické titraci. Vzorky jsou kvanti-

tativně oxidovány přebytkem kyseliny jodisté za vzniku formaldehydu a následně jsou 

podrobeny jodometrické titraci. [37, s. 3758–3766]. 

Výhody této metody jsou reprodukovatelnost a relativní přesnost, ale mezi její nevýhody 

patří [37, s. 3758–3766]: 

 Pracnost. 

 Přítomnost volného glycerolu, který, pokud není vyextrahován vodou nebo solným 

roztokem, může zasahovat do reakce. 

 Potřebnost velkého množství roztoků a toxických reagentů. 

 Využitelnost jen pro  –monoacylglyceroly. 

6.2 Stanovení MAG v potravinách kapalinovou chromatografií  

Suman [37, s. 3758–    ] a spol. provedli analýzu MAG ve vzorcích typu margarin 

a komplexních potravinách, jako jsou např. koláčky. 

Sumanova izolace probíhala tak, že vzorky typu margarin byly po homogenizaci mixérem 

rozpuštěny v butanolu a roztok byl následně vložen do ultrazvukové lázně. Poté byl roztok 

zředěn methanolem a přefiltrován. Před samotnou analýzou byl vzorek ještě přefiltrován 

přes stříkačkový filtr. 
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U komplexních potravin musel nejdříve Suman zajistit úplné oddělení MAG od škrobové 

matrix. To bylo provedeno tak, že byl vzorek dispergován v roztoku vody a α-amylásy, 

do kterého byl poté přidán enzym papain. Směs byla zahřívána    minut ve vodní lázni 

o teplotě      C a poté dalších    minut při teplotě      C. Následně byla směs přefiltrována, 

promyta horkou vodou a při pokojové teplotě vysušena. 

Takto připravený a vysušený vzorek byl podroben soxhletově extrakci diethyl etherem, 

odpařen na rotační odparce a znovu rozpuštěn v methanolu [37, s. 3758–3766].  

Suman pro analýzu použil kapalinovou chromatografii na reverzní fázi s mobilní fází 

methanolem s průtokem  ,2 ml/min. Pro detekci byla použita hmotnostní spektrometrie 

s iontovou pastí [37, s. 3758–3766]. 

6.3 Stanovení MAG v tucích plynovou chromatografií 

Tato metoda pro stanovení monoacylglycerolů v tucích a jejich derivátech byla vyvinuta 

Joint Committee for the Analysis of Fats, Oils, Fatty Products, Related Products and Raw 

Materials a je aplikovatelná pro monoacylglyceroly s kyselinami C6–C22 s obsahem vět-

ším jak    . Výsledkem je obsah MAG v g/100g [38, s. 532–532]. 

Principem metody je acetylace vzorku anhydridem kyseliny octové s následnou plynovou 

chromatografíí s použitím vnitřního standardu methyl stearátu. Injektovaný objem vzorku 

je 1 μl a průtok plynu (helium) je   ml/min [38, s. 532–532]. 

6.4 Izolace a analýza MAG a mastných kyselin z kýty iberského prasete 

Příprava vzorků proběhla tak, že byly vzorky podkožního tuku z kýty rozpuštěny 

v mikrovlnné troubě (3 minuty, 360 W) a následně okamžitě filtrovány přes filtrační papír 

[39, s. 10953–10961]. 

Pro izolaci volných mastných kyselin a mono- a diacylglycerolů, které tvoří polární frakce 

tuku, použil Natváez–Rivas a spol. [39, s. 10953–10961] extrakci na pevné fázi. Extrakční 

kolona byla umístěna do vakua a byla promyta n–hexanem. Po promytí bylo ihned zvýšeno 

vakuum, aby se zabránilo vyschnutí kolony. Jako standard, který byl tak jako vzorek tuku 

rozpuštěn v n-hexanu, byl použit 1,3–ditetradecanoylglycerol (CAS 7770-  4), který se 

následně spolu se vzorkem aplikoval na kolonu. Rozpouštědlo kolonou proteklo 

a zanechalo v ní standart a vzorek. 
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Natváez–Rivas následně kolonu promyl směsí hexan–methylenu, chlorid–ethylu a etheru 

v poměru 8 :  :  a byla odebrána první frakce. Dále byla kolona promyta směsí chloro-

form-methanol v poměru 2:  a byla odebrána druhá frakce. Tato frakce byla odpařena 

na rotační odparce pod sníženým tlakem a zbytek byl smíšen s 200 µl silylačního činidla 

a 15 minut ponechán při pokojové teplotě. 

Jeden mikrolitr silylované frakce byl následně vstříknut do plynového chromatografu, kte-

rý byl vybaven split\splitless injektorem a plamenově ionizačním detektorem. Byla použita 

křemenná kapilára a automatický injektor. Jako nosný plyn byl použit vodík s konstantním 

průtokem 4 ml/min. Teplota injektoru byla      C a dělící poměr byl  :4 . Pro kvantifikaci 

byla použita metoda vnitřního standardu. 

6.5 Izolace a analýza MAG z bramborového čipsu 

Neff a spol. [40, s. 785–791] analyzovaly MAG z bramborového čipsu a jako izolační me-

todu použily superkritickou extrakci oxidem uhličitým a extrakci hexanem. 

Prvním krokem experimentu byla příprava samotného bramborového čipsu fritováním 

při teplotě      C po dobu 20 hodin. Během fritování byly odebírány vzorky čipsů. 

Jako první extrakční metodu použil Neff superkritickou extrakci oxidem uhličitým. Vzorky 

bramborového čipsu byly smíchány s činidlem Leco–Dry od firmy Leco Corporation 

a byly vloženy do extrakčních komor obsahujících ve spodní části filtr ze skleněných vlá-

ken. Komory byly doplněny činidlem a na vrchní část komory byl umístěn další filtr ze 

skleněných vláken. Extrakce byla provedena při tlaku  8,  MPa, teplotě     C, průtokem 

2 ml/min po dobu 45 minut po počáteční minutové výdrži. Další použitá extrakční metoda 

byla extrakce hexanem. Kdy jednotlivé vzorky byly za teploty 69  C extrahovány hexanem 

na Soxhletově aparatuře. 

Vzorky z extrakcí byly následně výše uvedeným autorem podrobeny analýze. Pro analýzu 

monoacylglycerolů byla použita gelová permeační chromatografie. Ta se skládala ze tří 

válců v sérii naplněných PL–gelem. Jako detektor byl použit odpařovací detektor rozptylu 

světla. 

Porovnáním superkritické extrakce a extrakce hexanem Neff zjistil, že superkritická ex-

trakce by mohla extrakci hexanem nahradit. Je pro ni zapotřebí menšího množství vzorku, 
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je méně časově náročná a není potřeba po extrakci odstraňovat rozpouštědlo. Superkritická 

extrakce je také bezpečnější a ekologičtější než extrakce hexanem. 

6.6 Izolace a analýza MAG z mořské houby 

Extrakci methanolem využil ve svém experimentu Gil a spol. [41, s. 1264– 2  ]. Před 

samotnou extrakcí byla analyzovaná mořská houba nejprve zmražena. Samotná extrakce 

methanolem však probíhala za pokojové teploty. 

Dalším krokem bylo rozdělení frakce rozpustné v methanolu mezi vodu a dichlormethan. 

Dichlormethanová vrstva byla následně rozdělena mezi vodný roztok methanolu             

a n–hexan, čímž byly získány dvě frakce. 

Frakce vodného roztoku methanolu Gill dále podrobil gradientové kolonové chromatogra-

fii na reverzní fázi a bylo získáno 2  frakcí. Každá získaná frakce byla dále čištěna pomocí 

kapalinové chromatografie na reverzní fázi a bylo vyizolováno   různých monoacylglyce-

rolů s unikátní strukturou (Obr.  ). 

Pro analýzu použil autor metodu bombardování rychlými atomy s hmotnostním spektrome-

trem (FAB–MS). Vzorky byly rozpuštěny v methanolu a smíchány s 3–nitrobenzyl alkoho-

lem. 

 

 

Obr. 9: MAG vyizolované z mořské houby [41, s. 1264–1270]. 

6.7 Izolace MAG z bochníku chleba a ze sádla 

Khurt a spol. [42, s. 261–270] využil k izolaci monoacylglycerolů z chleba a sádla metodu 

skládající se pouze z extrakce rozpouštědlem a krystalizace. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 35 

 

Lipidy byly odstraněny mícháním s velkým množstvím teplého petroletheru. Vyextraho-

vaný tuk byl dále upraven acetonem, čímž byly odstraněny fosfolipidy. Po odstranění ace-

tonu rozpustil Khurt tuk v ethyletheru a promyl jej destilovanou vodou. Promývání bylo 

prováděno do doby, než se přestala tvořit emulze. Následovalo vysušení síranem sodným a 

odstranění rozpouštědla. Tímto byly odstraněny složky s vyšší polaritou než monoacylgly-

ceroly. 

Dalším autorovým krokem bylo míchání s teplým methanolem a následná dekantace roz-

pouštědla. Následně bylo provedeno další míchání s methanolem ve spojení s centrifugací. 

Odstranění rozpouštědla bylo provedeno pod vakuem. Tímto došlo ke zkoncentrování 

všech MAGů v methanolové frakci. 

V methanolové frakci však zůstali i další složky, jako jsou diacylglyceroly, mastné kyseli-

ny a tokoferoly. Proto bylo dalším krokem rozpuštění methanolové frakce v methanolu 

a naředění vodou tak, aby vznikl     methanolový roztok. Monoacylglyceroly zůstaly 

v tomto roztoku rozpuštěny téměř v čisté formě. Identifikace monoacylglycerolů byla pro-

vedena pomocí saponifikace, infračervené spektroskopie a protiproudou distribucí. 

6.8 Izolace a analýza MAG z biodieslu 

Monoacylglyceroly mají spolu s di- a triacylglyceroly vliv na kvalitu biodieslu. Proto 

je důležité umět stanovit jejich obsah [43, s. 576–582]. 

Bondioli a spol. [43, s. 576–582] provedl analýzu pomocí acetylace vzorku. Acetylační 

činidlo bylo připraveno z ethylacetátu, anhydridu kyseliny octové, destilované vody a N–

methylimidazolu. Dále byl připravený vnitřní standard tak, že navážené množství standar-

du bylo rozpuštěno v tetrahydrofuranu. Příprava samotného vzorku proběhla tak, že byl 

vzorek smíchán se standardem, proudem dusíku bylo odstraněno rozpouštědlo a nakonec 

bylo přidáno acetylační činidlo. Tato směs byla následně zahřívána    minut při 8   C. 

Purifikace byla provedena pomocí extrakce na pevné fázi (SPE). Tomu předcházelo od-

stranění těkavých frakcí dusíkem. Netěkavé reagenty, jako jsou anhydrid kyseliny octové 

a N–methylimidazol, byly odstraněny pomocí hexanu. Následně byla kondiciována náplň 

kolony pro SPE pomocí směsi hexanu a diethyl etheru. Po kondiciaci byl na kolonu vlit 

vzorek a pomocí směsi hexanu a diethyl etheru byla jímána první frakce. Následně byla 

kolona promyta diethyl etherem a byla jímána druhá frakce obsahující acylglyceroly. Po-
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mocí vakuové odparky byla z obou frakcí po extrakci odstraněna rozpouštědla a bylo pro-

vedeno jejich opětovné rozpuštění v heptanu [43, s. 576–582]. 

Pro analýzu frakcí Bondioli použil plynovou chromatografiii s nosným plynem heliem 

a plamenově ionizačním detektorem a bylo využito teplotního gradientu. Na vzniklém 

chromatogramu byly zřetelně vidět píky monoacylglycerolů C  : , C 8:  a C 8: . 

6.9 Analýza směsi volných mastných kyselin a mono-, di- a triacylglyce-

rolů 

Tuto analýzu provedl Marcato a spol. [44, s. 83–90] pomocí gradientové kapalinové chro-

matografie s odpařovacím detektorem rozptylu světla. Prvním krokem byla příprava rozto-

ku vzorku a standardu. Standardní směs alifatických kyselin byla rozpuštěna ve směsi 

ethyl acetát-chloroform. Vzorek byl připraven rozpuštěním komerčních monostearátů 

v tomtéž rozpouštědle. 

Následná analýza byla, jak je výše uvedeno, provedena kapalinovou chromatografií a jako 

detektor byl použit odpařovací detektor rozptylu světla. Chromatografické podmínky byly 

následující: průtok  ,  ml/min, teplota kolony 40  C, teplota detektoru 27  C a tlak nebuli-

začního plynu 2 bar. Mobilní fáze se skládala z acetonitrilu, methylen chloridu a směsi 

voda–kyselina octová v poměru   , : , . Identifikace byla provedena pomocí srovnání 

retenčních časů s korespondujícími píky standardu. Pro kvantifikaci monoacylglycerolů 

byla použita metoda vnějšího standardu.  

6.10 Izolace monoacylglycerolu hexadekatrienové kyseliny z listové růži-

ce ředkve 

Yuko Yoshida a spol. provedl izolaci a identifikaci monoycylglycerolu hexadekatrienové 

kyseliny z listové růžice ředkve. Prvním krokem izolace byla extrakce vzorků ethylacetá-

tem. Ethylacetátová frakce byla následně částečně purifikována na silikagelové koloně. 

Frakce byla rozpuštěna v    ethylacetátu v toluenu a byla aplikována na kolonu. Kolona 

byla následně promyta dalším množstvím stejného rozpouštědla. Složky naabsorbovány na 

kolonu byly následně postupně vymývány roztoky   , 2 , 4  a 8   ethylacetátem 

v toluenu a nakonec methanolem [45, s. 1341–1349]. 
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Frakce vymytá 4   ethylacetátem v toluenu byla rozpuštěna v 70% methanolu a byla vne-

sena na Sep–Pak Vac C 8 kolonu. Ta byla promyta     methanolem a naabsorbované 

složky byly následně vymyty     a      methanolem. Frakce získaná vymytím     

methanolem byla podrobena HPLC analýze se semipreparativní kolonou. Jako mobilní 

fáze byl použit     methanol s  ,   kyselinou octovou. Složka, která generovala pík při 

vlnové délce 2   nm v čase  4,  minut byla následně purifikována analytickou HPLC 

s mobilní fází     acetonitrilu s  ,   kyselinou octovou. Jako detektor byl použit hmot-

nostní spektrometr s elektronovou ionizací. Pík monoacylglycerolu kyseliny hexadekatrie-

nové byl identifikován v retenčním čase   ,8 minut [45, s. 1341–1349]. 

6.11 Izolace monoacylglycerolů z chaluhy Sargassum sagamianum 

Hyeun Wook Chang a spol. [46, s. 3589–3592] provedl v rámci svého výzkumu isolaci 

monoacylglycerolů z chaluhy Sargassum sagamianum. Tato chaluha byla nasbírána na 

přílivovém pobřežním páse ostrova Jeju, Jižní Korea.  

U nasbíraných vzorků byla provedena lyofilizace, macerace a opakovaná extrakce metha-

nolem a dichlormethanem. Takto získaný surový extrakt byl následně rozdělen mezi     

vodný roztok methanolu a n–hexan. Methanolová vrstva byla poté oddělena vakuovou 

vysokotlakou chromatografíí na reverzní fázi s kolonou C 8, která byla proplachována 

směsmi methanolu a vody 

Kombinace frakcí, které byly vymyty 2   a     vodným roztokem methanolu byly sepa-

rovány pomocí HPLC na reverzní fázi s mobilní fází acetonitrilem. Pomocí protonové 

NMR analýzy bylo zjištěno, že všechny frakce obsahovaly směs monoacylglycerolů 

s řetězcem polynenasycené mastné kyseliny. 

Následná purifikace byla výše uvedenými autory provedena pomocí HPLC na reverzní 

fázi, s mobilní fází methanolem, a byla odstraněna většina bioaktivních složek. Produktem 

purifikace byl 1–oktadekatetraenoyl glycerol. Toto bylo stanoveno pomocí NMR spektro-

metrie. 

6.12 Kvantitativní stanovení mono– a diacylglycerolů v olivovém oleji 

Pro analýzu a kvantitativní stanovení mono– a diacylglycerolů obsažených v olivovém 

oleji použili Apostolos Spyros a Photis Dais 
31

P NMR spektroskopii. Tato metoda je zalo-
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žena na derativizace labilních vodíků funkčních skupin (např. –OH, –COOH a –CHO) 

složek olivového oleje 2–chloro–4,4,5,5–tetramethyldioxafosfolanem (reagent I). Ten 

s funkčními skupinami nesoucími labilní proton reaguje rychle a kvantitativně za mírných 

podmínek. Otestovány byly různé vzorky olivového oleje lišící se regionem a rokem pro-

dukce [47, s. 802–805]. 

Příprava vzorku proběhla následovně. Nejprve byl připraven zásobní roztok složený 

z pyridinu a CDCl3 (deuterovaný chloroform) v objemovém poměru  , :  obsahující 

Cr(acac)3 (chromium acetylacetonát) a cyklohexanol. Dále byly do NMR trubic nadávko-

vány vzorky olivového oleje, do kterých byl poté nadávkován reagent I a toto bylo v NMR 

trubicích ponecháno reagovat  ,  h v pokojové teplotě. Tento roztok byl poté použit pro 

získání 
31

P NMR spekter. 

Spektra byla získána pomocí Bruker AMX    spektrometru, který pracoval při frekvenci 

202,2 MHz. Teplota sondy byla 25  C. Typické parametry pro spektra kvantitativních studií 

jsou: 90   šířka pulsu  2,  μs; šířka pásu    kHz, zpoždění signálu    s, velikost paměti 

16 K. 

Takto byl pro každou složku směsi získán separovaný pík. Příklad typického spektra je na 

Obr.   . Tato použitá metoda byla zhodnocena jako snadná technika pro kvantifikaci mo-

no– a diacylglycerolů v panenském olivovém oleji. 

 

Obr. 10: Typické spektrum získané 
31

P NMR analýzou olivového oleje [47, s. 802–805]. 
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6.13 Analýza monoacylglycerolů v kokosovém oleji 

Pro tuto analýzu použil Fabian M. Dayrit a spol. [48, s. 5765–5769] taktéž jako Apostolos 

Spyros [47, s. 802–805], z jehož práce vycházel, 
31

P NMR spektroskopii. 

Kokosový olej lze podle způsobu získávání rozdělit na rafinovaný, získávaný extrakcí kop-

ry, a panenský, získávaný mechanickými a přírodními procesy. Mezi hlavní složky oleje 

patří triacylglyceroly, tvořící největší část hmotnosti oleje, a minoritní složky jako monoa-

cylglyceroly, diacylglyceroly, steroly a volné mastné kyseliny. Právě obsah minoritních 

složek je mimo jiné závislý na způsobu získávání oleje a tím lze rozlišit mezi rafinovaným 

a panenským olejem. Pro analýzu bylo použito    vzorků panenského kokosového oleje 

a 8 vzorků oleje rafinovaného. 

Minoritní složky lze analyzovat pomocí 
31
P NMR spektroskopie, proto musí být konverto-

vány na dioxafosfolanové deriváty obsahující fosfor. Vzorky byly rozpuštěny ve směsi 

pyridin/CDCl3 v poměru  , :  s obsahem Cr(acac)3 v NMR trubici. Dále byl připraven 

interní standard rozpuštěním kyseliny benzoové v CDCl3. Interní standart byl následně               

s 2–chloro–4,4,5,5–tetramethyldioxafosfolanem (fosfitilizující reagent) nadávkován 

do NMR trubice, a ponechán reagovat [48, s. 5765–5769]. 

Dalším krokem byla příprava kalibračních standardů. Pro jejich přípravu byla nejprve při-

chystána matrix. Rafinovaný olej byl promyt hydroxidem sodným a následně pročištěn 

přes silikagel. Poté byla matrix vysušena a uchovávána pod chloridem vápenatým 

v exsikátoru. Jako standardy byly použity  ,2–dipalmitin, 1,3–dipalmitin, 1–monolaurin, 

2–monolaurin, kyselina laurová a cholesterol. 

Analýza byla Dayritem provedena pomocí JEOL Lambda (magnetické pole  ,4 T) pracují-

cí při frekvenci   2 MHz. Výsledkem bylo zjištění, že v průměru obsahuje panenský ko-

kosový olej o 4    více  –monoacylglycerolů než rafinovaný. Obsah, dle způsobu získá-

vání, se v panenském oleji pohyboval od  , 22   do  ,  4  . Oproti tomu 2–

monoacylglyceroly nebyly ve vzorcích vůbec detekovány. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 40 

 

6.14 Simultánní stanovení glycerolu mono–, di– a triacylglycerolů 

v methylesterech rostlinných olejů kapilární plynovou chromatogra-

fií 

Methylestery rostlinných olejů získaných alkalicky katalizovanou transesterifikací rostlin-

ných olejů methanolem mohou být kontaminovány z důvodu nekompletní transesterifikace 

mimo jiné i monoacylglyceroly [49, s. 461–468]. 

Klasickou metodou pro stanovení jak monoacylglycerolů tak i di– a triacylglycerolů 

je kapilární plynová chromatografie. Christina Plank a spol. [49, s. 461–468] vyvinula 

rychlou a spolehlivou proceduru plynové chromatografie pro simultánní stanovení mono–, 

di– a triacylglycerolu v methylestech rostlinných olejů. Metoda může být použita pro kont-

rolu kvality methylesterů v průběhu produkce, tak i pro kontrolu jejich shody s požadova-

nými specifikacemi. Trimethylsilylace volných hydroxylových skupin následovaná plyno-

vou chromatografií s použitím krátké kapilární kolony s tenkým filmem zajišťuje stanovení 

všech analytů značně se lišících v polaritě a těkavosti naráz. 

Cristina Plank použila dva vnitřní standardy, 1,2,4–butantriol a trikaprin, což umožňuje 

provést spolehlivou kvantifikaci glycerolu, mono–, di– a triacylglycerolů během    minut. 

Kalibrace byla provedena analýzou standardních roztoků připravených rozpuštěním stan-

dardu v pyridinu. Pro přípravu vzorků byly jako interní standardy přidány do vialek 

s methylestery rostlinných olejů butantriol a trikaprin. Dále byl do standardů a vzorků při-

dán N–methyl–n–trimethylsilyltrifluroacetamid a po    minutách při pokojové teplotě byly 

silylované směsi rozpuštěny v n–heptanu. 

Plynový chromatograf, na kterém proběhla analýza, byl vybaven on–column injektorem 

a plamenově ionizačním detektorem, předkolonou spojenou v sérii s kapilární kolonou 

z křemenného skla s filmem o tloušťce  ,  μm. Vzorky byly do kolony injektovány auto-

samplerem. Analýza probíhala pod teplotním gradientem s nosným plynem vodíkem 

a plynem pro detektor dusíkem. 
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7 SHRNUTÍ TEORETICKÉ ČÁSTI 

Z výše uvedených kapitol vyplývá, že monoacylglyceroly nacházejí své uplatnění v růz-

ných odvětvích průmyslu. Nejčastěji se využívají v průmyslu potravinářském 

a kosmetickém. V potravinářství se používají hlavně pro jejich schopnost zpomalit stárnutí 

pečiva. Dále patří mezi důležité emulgátory. Jako emulgátory mají své uplatnění i při vý-

robě kosmetiky. 

Monoacylglyceroly lze připravit různými cestami, z nichž každá má své výhody i nevýho-

dy. Mezi tyto patří glycerolýza, reakce s glycidolem, při které dochází k otevření epoxido-

vého kruhu a produktem jsou vždy  –monoacylglyceroly nebo lze využít enzymatickou 

přípravu. 

Z širokého využití MAG plyne důležitost jejich analýzy v produktech, tedy v reálných sys-

témech. Samotnou analýzu lze provést různými chromatografickými metodami. Izolace 

MAG však již představuje větší překážku. Protože se MAG mohou vyskytovat v různých 

reálných systémech s různým složením látek, které mohou při analýze s MAG interferovat, 

neexistuje univerzální způsob jejich izolace. Vždy je potřeba zvážit složení systému a jeho 

fyzikální a chemické vlastnosti. Důležité je zvolit takový postup, kdy jsou odstraněny 

všechny interferující látky a zároveň nedojde ke ztrátám v obsahu MAG. 
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8 CÍLE PRÁCE 

Cílem této diplomové práce je: 

 Vypracovat literární rešerši v oblasti přípravy MAG a jejich analýzy v reálných 

systémech. 

 Připravit vysoce čisté MAG vybraných mastných kyselin. 

 Provést kalibraci HPLC systému. 

 Použít připravené MAG do potravinářského systému. 

 Provést izolaci MAG, navrhnout postup extrakce a pomocí HPLC stanovit „recove-

ry . 

 Výsledky kriticky zhodnotit. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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9 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

V rámci experimentální části byly připraveny monoacylglyceroly kyseliny laurové a pal-

mitové a byla provedena kalibrace kapalinového detektoru. Následně byly připraveny 

vzorky s obsahem jednotlivých monoacylglycerolů, které byly poté extrahovány a pomocí 

kapalinové chromatografie byl stanoven jejich konečný obsah ve vzorku.  

9.1 Seznam použitých chemikálií a substancích 

 Hydroxid draselný (p. a., Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 

 Kyselina boritá (p. a., Lach–Ner, s.r.o., Neratovice) 

 Xylen–směs izomerů (p. a., Penta, Chrudim) 

 Ethanol denaturovaný     

 Chloroform (p. a., Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 

 Kyselina laurová (čistota ≥ 98 %, SAFC) 

 Kyselina palmitová (čistota ≥ 98 %, MERCK) 

 Glycidol (čistota ≥ 98 %, Sigma Aldrich, Praha) 

 Chromium(III) acetát hydroxid (p. a., Sigma–Aldrich, Praha) 

 Destilovaná voda 

 Fenolftalein 1% roztok v ethanolu 

 Ethanolická roztok 2, –dichlorfluoresceinu 

 Mouka, hladká světlá (Noe, Slovensko) 

 Jedlá sůl s jódem (Mammita, Rakousko) 

 Čerstvé droždí (Linco, Německo) 

 Slunečnicový olej (Vitae d´Oro, Maďarsko) 

 Cukr krystal Korunní (Moravskoslezské cukrovary, Česká Republika) 
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9.2 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

 Filtrační papír Filpap, modrý pruh (Schleicher & Schuell, Německo) 

 Chromatografické TLC desky se silikagelem Alugram (Macherey–Nagel GmbH 

& co. KG, Německo) 

 Magnetické míchadlo MM4 s ohřevem (LAVAT, Chotutice) 

 Termostat (MLW, Laboratotechnik Medingen, Německo) 

 Skleněný dvouplášťový reaktor 

 Automatická byreta – Bürette Digital 2  ml (Brand GmbH & co., Německo) 

 Automatická pipeta Nichipet EX  . -   μl (Nichiryo America, USA) 

 UV lampa (Camag, Švýcarsko) 

 Analytické váhy (Sartorius) 

 Sušárna – Mora 524 (Mora, Praha) 

 Vyvíjecí TLC komora 

 Soxhletův extraktor 

 Patrona z filtračního papíru 

 Topné hnízdo LTHS 2   (Brněnská Drutěva, Brno) 

 2  ml varná baňka s kulatým dnem 

 Stříkačkový filtr CMS filterpure Syringe Filters, velikost pórů  ,22 μm (Chromser-

vis, Praha) 

 Kapalinový chromatograf 

 Pumpa Waters 600E (Waters, USA) 

 Odplyňovač mobilní fáze (Watrex Praha s.r.o, Praha) 

 Dávkovací ventil se smyčkou 2  µl Rheodyne (Sigma–Aldrich, Praha) 

 Analytická kolona X-select C18 (Waters, USA) 

 Detektor UV 200 DeltaChrom (Waltrex Praha s.r.o, Praha) 
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 Detektor ELSD (Agilent technologies, USA) 

 Vakuová odparka (Heidolph, Německo) 
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9.3 Příprava MAG kyseliny laurové a palmitové 

První částí experimentu byla příprava MAG kyseliny laurové a palmitové. Reakce proběh-

la adicí příslušné mastné kyselina na glycidol (2, –epoxy–1–propanol) za přítomnosti ka-

talyzátoru chromium acetát hydroxidu (CAH). Čistota vzniklých produktů byla orientačně 

ověřena titračně a pomocí tenkovrstvé chromatografie. Připravené MAG byly v další fázi 

experimentu použity pro přípravu vzorků a kalibraci HPLC systému.  

9.3.1 Příprava monoacylglycerolu kyseliny laurové 

Prvním krokem přípravy MAG kyseliny laurové byla příprava testovacího vzorku z 5 g 

kyseliny pro ověření průběhu reakce. Bylo naváženo (s přesností  ,    g) potřebné množ-

ství kyseliny laurové a katalyzátoru. Původní molární poměr kyselina:glycidol byl  : ,2 

a obsah katalyzátoru byl  ,4   hmotnostních (dle experimentu Janiše a spol., 2   , [31]). 

Molární poměr kyselina:glycidol i obsah katalyzátoru byl pro dosažený nízký stupeň kon-

verze následně změněn na  : ,  a na  ,    hmotnostních katalyzátoru, který byl před pou-

žitím sušen při teplotě 8   C po dobu 12 h. 

Do reaktoru vytemperovaného na     C byla vpravena kyselina a po jejím roztavení byl 

nadávkován katalyzátor. Směs se ponechala    minut reagovat, aby vznikl komplex mezi 

kyselinou a katalyzátorem. Po uplynutí tohoto času bylo přidáno potřebné množství glyci-

dolu a reaktor byl uzavřen vzduchovým chladičem. 

Směs se nechala reagovat a v průběhu reakce byly odebírány kovovou lžičkou   kapky 

do předem zvážených    ml titračních baněk a titračně byly stanovovány stupně konverze.  

Pro experiment bylo použito asi     g kyseliny laurové a upravené reakční poměry. Na-

vážky jsou uvedeny v Tab. 2 a reakce byla provedena výše uvedeným postupem. 

Tab. 2: Navážky reaktantů pro přípravu MAG kyseliny laurové 

pro experiment. 

  Navážka [g] 

Kyselina laurová 100,296 

Glycidol 55,641 (=cca 50 ml) 

Katalyzátor 0,801 
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9.3.2 Příprava monoacylglycerolu kyseliny palmitové 

Stejně jako při přípravě MAG kyseliny laurové byl nejprve připraven testovací vzorek. 

Vzorek byl připraven z 5 g kyseliny palmitové a byl použit katalyzátor v koncentraci  ,    

hmotnostních a molární poměr kyselina:glycidol byl  : , . Reakce byla provedena postu-

pem uvedeným v kapitole  . . . Po ověření, že lze tímto způsobem dosáhnout dostatečně 

vysoké konverze, byl připraven vzorek pro následný experiment. Navážky jsou uvedeny 

v následující tabulce (Tab.  ).  

Tab. 3: Navážky reaktantů pro přípravu MAG kyseliny palmito-

vé pro experiment. 

  Navážka [g] 

Kyselina laurová 101,022 

Glycidol 43,782 (=cca 2 ml) 

Katalyzátor 0,771 

 

9.3.3 Purifikace vzniklých MAG 

Produkty vzniklé adiční reakce příslušné kyseliny na glycidol (MAG kyseliny laurové 

i plamitové) musely být v dalším kroku purifikovány. Purifikace byla provedena následují-

cím postupem. 

Nejprve bylo třeba odstranit z reakční směsi katalyzátor a to tak, že horký obsah reaktoru 

byl po ukončení adiční reakce vlit do     ml ledového ethanolu. Tím došlo v několika mi-

nutách k flokulaci katalyzátoru, který byl následně odfiltrován na předem vychlazené 

Büchnerově nálevce přes filtr s modrou páskou. 

Po flokulaci a filtraci byl filtrát v kádince vložen ke krystalizaci do mrazničky. V případě, 

že došlo ke krystalizaci celého obsahu kádinky, bylo přidáno další množství ethanolu (asi 

   ml) a kádinka byla umístěna zpět do mrazničky. Takto se postupovalo do doby, než 

došlo v kádince k oddělení ethanolové fáze, která obsahovala rezidua glycidolu a kyseliny. 

Ta byla přefiltrována na Büchnerově nálevce přes filtrační papír s modrým pruhem. MAG 

zachycený na filtračním papíře byl rozpuštěn ve 2   ml ethanolu a toto spolu s filtrátem 

bylo vloženo do mrazničky k rekrystalizaci. Rekrystalizace byla provedena celkem dva-

krát.  
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Po rekrystalizaci byla provedena další filtrace. MAG zachycený na filtračním papíře byl 

přenesen na Petriho misku a uložen k proschnutí při pokojové teplotě do digestoře. Super-

natant z této filtrace byl následně odpařen na odparce při  2  C na přibližně poloviční 

množství a byl vložen do mrazničky ke krystalizaci. Po vykrystalizování byla provedena 

filtrace a MAG byl přidán na Petriho misku, která byla dříve umístěna v digestoři. 

9.3.4 Stanovení stupně konverze připravovaných MAG 

Průběh reakce a čistota připravovaných MAG byl sledován stanovením stupně konverze. 

Tedy titrací odebíraných vzorků rozpuštěných ve zneutralizované směsi xylen:ethanol 

v poměru  :   , M ethanolickým roztokem KOH na fenolftalein do růžového zbarvení. 

Pro stanovení bylo třeba nejprve připravit titrační činidlo a provést jeho standardizaci. 

9.3.4.1 Příprava 0,1M ethanolického KOH 

Celkový objem připravovaného titračního roztoku byl   l. S přesností  ,    g bylo navá-

ženo  ,    g KOH. Navážka byla rozpuštěna v ethanolu a převedena do odměrné baňky 

o objemu   l, která byla následně ethanolem doplněna po rysku. 

U takto připraveného roztoku byla dále stanovena jeho přesná koncentrace. Nejprve byl 

do odměrné 2 ml baňky připraven  , M roztok kyseliny laurové v ethanolu a následně 

bylo titrováno   ml tohoto roztoku připraveným ethanolickým roztokem KOH na fenolfta-

lein.  

9.3.4.2 Příprava směsi xylen:ethanol (1:1) 

Do kádinky o objemu   l bylo odměřeno odměrným válcem     ml xylenu a     ml etha-

nolu. Do směsi byly přidány   kapky fenolftaleinu a byla provedena titrace ethanolickým 

0,1M KOH do růžového zbarvení. Zneutralizovaný roztok byl následně převeden do  l 

odměrné baňky. 

9.3.5 Orientační stanovení čistoty produktů 

Pro orientační ověření čistoty vzniklých produktů byla provedena TLC analýza. Prvním 

krokem byla příprava chromatografických desek 
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9.3.5.1 Příprava chromatografické desky 

Do    ml odměrné baňky byl připraven    vodný roztok kyseliny borité (navážka 

4,999 g). Chromatografické desky se vložily do Petriho misky a připravený roztok kyseli-

ny borité byl na ně vylit. Desky se nechaly sytit minimálně   minut a následně byly vyjmu-

ty a po okapání byly vloženy na dobu   hodiny do sušárny s teplotou      C. Během doby, 

kdy byly chromatografické desky v sušárně, byla připravena vyvíjecí lázeň pro TLC analý-

zu. 

9.3.5.2 Příprava vyvíjecí lázně pro TLC 

Vyvíjecí lázeň se skládala z chloroformu, methanolu a kyseliny octové v objemových dí-

lech 95, 4,5 a 0,5, celkový objem byl    ml. Lázeň byla připravena v dělící nálevce, kde 

byla dobře promíchána a následně vlita do vyvíjecí komory, která se zavřela a nechala sytit 

párami. Po nasycení vyvíjecí komory byla provedena samotná TLC analýza.  

9.3.5.3 TLC analýza 

Vzorky MAG a jednotlivých kyselin pro analýzu byly připraveny tak, že v množství  ,  g 

byly rozpuštěny ve 2 ml chloroformu. 

Na chromatografické desky byly mikropipetou naneseny 2 μl vzorků MAG a kyseliny. Pro 

každou kyselinu a příslušný MAG byla použitá samostatná deska. Po odpaření chlorofor-

mu byly desky vloženy do vyvíjecí komory a poté, co vyvíjecí soustava dosáhla   cm pod 

okraj desek, byly desky vyjmuty a bylo označeno čelo. Po oschnutí desek byla provedena 

detekce ethanolickým roztokem 2, –dichlorfluoresceinu. Po jeho zaschnutí se desky pozo-

rovaly pod UV lampou při vlnové délce 2   nm a tužkou byly zakresleny polohy skvrn. 

9.4 Kalibrace kapalinového chromatografu 

Dalším krokem práce byla kalibrace kapalinového chromatografu. V experimentu byla 

použita kapalinová chromatografie na reverzní fázi s kolonou C18 (viz kapitola 9.2) a mo-

bilní fází složenou z acetonitrilu, vody a kyseliny octové. Použitými detektory byl UV de-

tektor a ELSD detektor, který byl však k dispozici až během měření diplomové práce. Ka-

librace byla provedena pomocí připravených vzorků MAG o vysoké čistotě, ze kterých 

byly připraveny kalibrační roztoky. 
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9.4.1 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci UV detektoru 

Kalibrační vzorky byly připraveny pro MAG kyseliny laurové tak, že byl nejprve v 25ml 

baňce připraven rozpuštěním naváženého množství v mobilní fázi (kapitola  .4. ) roztok 

o koncentraci 5 % (w/w). Z něj byly dále ředěním připraveny roztoky do  ml baněk. 

Z důvodu špatné rozpustnosti byl poté použit jako rozpouštědlo ethanol. Kalibrační rozto-

ky pro MAG kyseliny palmitové byly připraveny jako pro MAG kyseliny laurové jen s tím 

rozdílem, že byl jako rozpouštědlo použit ethanol. Koncentrace kalibračních roztoků pro 

oba MAG byla 1, 2, 3, 4 a 5 % (w/w). 

9.4.2 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci ELSD detektoru 

Pro kalibraci ELSD detektoru byly připraveny roztoky MAG kyseliny laurové a palmitové 

podobným způsobem jako pro kalibraci UV detektoru. Vzhledem k vyšší citlivosti ELSD 

detektoru než má detektor UV byla však koncentrace kalibračních roztoků řádově menší 

a to: 0,001, 0,003, 0,004, 0,005, 0,006 a 0,007 % (w/w). 

9.4.3 Příprava mobilní fáze 

Mobilní fází pro chromatografii byla směs acetonitril, voda a kyselina octová v poměru 

  :  : , . Tato mobilní fáze byla připravena do lahve odměřením     ml acetonitrilu, 

100 ml vody a   ml kyseliny octové. Poté, co byla mobilní fáze připravena, bylo přistou-

peno k samotné kalibraci kapalinového chromatografu. 

9.4.4 Provedení kalibrace 

Prvním krokem kalibrace bylo nezbytné nastavení chromatografických podmínek analýzy. 

UV detektor byl nastaven na vlnovou délku 2   nm, pro ELSD detektor byla nastavena 

evaporizační a nebulizační teplota na 4   C a průtok dusíku na  ,  l/min. Chromatografický 

systém byl propláchnut mobilní fází a na počítači spuštěn software Clarity. Před nadávko-

váním roztoků do kolony byly roztoky nejprve přefiltrovány přes stříkačkový filtr. Pomocí 

stříkačky byly roztoky dávkovány do nástřikového ventilu o objemu 2  μl, poté byl ventil 

přepnut do dávkovací polohy, čímž se spustila analýza. Každý kalibrační roztok byl analy-

zován dvakrát a byly zaznamenány plochy píků. Pomocí naměřených hodnot byla sestave-

na kalibrační přímka (regresní přímka grafické závislosti plochy píků na koncentraci roz-
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toku). Dalším krokem experimentu byla příprava reálných vzorků pečiva, které obsahovaly 

MAG (popis přípravy je uveden kapitole 9.3.). 

9.5 Příprava reálných vzorků pečiva pro HPLC analýzu 

Připravované reálné vzorky pečiva obsahovaly asi  ,    (w/w) MAG. Potřebné množství 

surovin bylo naváženo s přesností  ,   g (Tab. 4) a sypké suroviny (i MAG) byly smíchá-

ny a homogenizovány. Z droždí a části sacharózy byla vytvořena suspenze, která byla smí-

chána spolu s ostatními kapalnými surovinami a s homogenizovanými sypkými ingredien-

cemi. Hnětením bylo připraveno hladké, pružné a nelepivé těsto. To bylo při     C pone-

cháno 2  minut kynout. Poté bylo těsto rozděleno na    částí (vzorků) o stejné hmotnosti 

(4,    g), které byly za stejných podmínek nechány opět kynout. Následně byly vzorky 

upečeny při teplotě      C po dobu 2  minut, což jsou běžné podmínky při výrobě pečiva. 

Tab. 4: Složení reálných vzorků. 

Surovina 

Hmotnost 

[g] 

mouka  50,000 

sůl  0,900  

droždí  2,000  

olej  2,000 

voda 35,000 

sacharóza  2,500 

MAG 0,462 

 

Navážky MAG: 

 MAG kyseliny palmitové: m =  ,4 2  g 

 MAG kyseliny laurové: m =  ,4 2  g. 
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Obdobným způsobem byla následně připravena další sada vzorků, připravovaných při tep-

lotě     C. Pro tyto byla použita stejná receptura, jen s polovičním množstvím surovin. 

Vzniklé těsto, připravené stejným způsobem, bylo rozděleno na   částí o stejné hmotnosti. 

Teplota pro pečení vzorků byla     C a čas pečení byl    minut. 

Navážky MAG pro vzorky pečené při     C: 

 MAG kyseliny palmitové: m =  ,2 2  g 

 MAG kyseliny laurové: m =  ,2  4 g. 

Takto připravené vzorky mohly být dále podrobeny extrakci a následné analýze.  

9.6 Extrakce MAG ze vzorků 

Extrakcí vzorků (připravených v kapitole  . ) byly zpět získávány MAG použité pro jejich 

přípravu. Před provedením samotné extrakce pro následnou analýzu bylo nejprve třeba 

zjistit bezpečný počet extrakčních cyklů. 

9.6.1 Stanovení počtu cyklů pro extrakci 

Pro zajištění toho, že se vyextrahuje veškeré možné množství MAG ze vzorku, bylo třeba 

stanovit bezpečný počet extrakčních cyklů. Vzorek byl extrahován dle způsobu popsaného 

v následující kapitole ( . .2) a po  .,   .,   . a  8. cyklu byl odebírán extrakt. Tento byl 

analyzován pomocí HPLC systému. Ze získaných chromatografů bylo následně určeno, 

kdy již nedochází k nárůstu plochy příslušného píku, a tím ke zvyšování, respektive změně 

množství vyextrahovaných MAG. Po tomto stanovení byla již provedena samotná extrakce 

pro následnou analýzu kapalinovou chromatografií.  

9.6.2 Extrakce vzorků 

Pro extrakci byl použit Soxhletův extraktor a jako rozpouštědlo ethanol, ve kterém 

se MAG obsažené ve vzorcích dobře rozpouštějí. Experimentálně bylo zjištěno, že pro 

následnou analýzu stačí použít jeden kus vzorku pro detekci ELSD detektorem a tři kusy 

pro UV detektor toto je třeba podrobit 2  extrakčním cyklům. Hmotnost každého vzorku 

byla při jejich přípravě 4,    g. 

Vzorek byl rozmělněn nožem na malé části a byl vložen do předem zvážené extrakční pat-

rony. Tato byla poté opět zvážena a následně vložena do Soxhletova extraktoru. Soxhletův 
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extraktor byl spojen s 2   ml varnou baňkou a do tohoto systému bylo přesně napipetová-

no     ml ethanolu. Soxhletův extraktor se vzorkem byl zahříván na topném hnízdě a po 

proběhnutí 2  cyklů byla extrakce ukončena. Takto vyextrahované vzorky byly podrobeny 

HPLC analýze. 

9.7 Analýza vzorků 

Analýza vyextrahovaných vzorků byla provedena pomocí HPLC na reverzní fázi 

s analytickou kolonou X-select (Waters) C18. Nejprve byl pro analýzu vzorků s obsahem 

MAG kyseliny laurové použit UV detektor. V okamžiku, kdy byl k dispozici, byl vzhle-

dem k řádově vyšší citlivosti pro všechny vzorky použit ELSD detektor.  

9.7.1 HPLC analýza pomocí UV detektoru 

Jak je již uvedeno výše, nejprve byl pro analýzu vzorků s obsahem MAG kyseliny laurové 

použit UV detektor. Po extrakci byly vzorky k analýze připraveny dvojím způsobem. Prv-

ním bylo jejich odpaření na vakuové odparce téměř do sucha a následné rozpuštění 

v ethanolu v  ml baňce. Takto připravené vzorky byly podrobeny analýze. Pro zlepšení 

výsledků při HPLC separaci odstraněním balastních tukovitých podílů byla poté příprava 

vzorků provedena druhým způsobem. Množství o objemu 10 ml bylo v dělící nálevce vy-

třepáno s n–hexanem, v poměru vzorek: n–hexan  :2. Po oddělení fází byla spodní fáze 

odpuštěna a následně byla stejným způsobem ještě dvakrát vytřepána. Po posledním vytře-

pání byla spodní fáze přepuštěna do  ml odměrné baňky, která byla doplněna ethanolem. 

Takto připravený vzorek byl podroben analýze HPLC s UV detektorem. Mobilní fáze pro 

analýzu byla připravena již při kalibraci systému. 

Chromatografické podmínky byly následující: 

 Izokratická eluce. 

 Průtok mobilní fáze: 1 ml/min. 

 Složení mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová (  :  : , ). 

 Nástřik 2  μl. 

Na počítači byl spuštěn řídící software Clarity a byla spuštěna funkce pro sběr dat 

z UV detektoru. Chromatografický systém byl propláchnut mobilní fází a následně byl 
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do nástřikového ventilu pomocí stříkačky nadávkován vzorek, který byl nejdříve přefiltro-

ván pomocí stříkačkového filtru.  

9.7.2 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru 

Pro další analýzu byl použit ELSD detektor, který byl k dispozici až v průběhu měření 

diplomové práce. Tento byl použit jak pro analýzu vzorků s obsahem MAG kyseliny lau-

rové tak i s MAG kyseliny palmitové. Vzorky pro analýzu byly   x ředěny, aby byla jejich 

koncentrace v rozmezí kalibrace. Pro vysokou citlivost nemusely být vzorky, kromě filtra-

ce přes stříkačkový filtr, jinak upravovány. Detektor byl nastaven dle doporučení výrobce, 

které bylo experimentálně ověřeno. Nastavení bylo následující: evaporizační a nebulizační 

teplota 40  C a průtok dusíku  ,5 l/min. Podmínky pro analýzu jsou v kapitolách  . .2.1 

a 9.7.2.2. 

9.7.2.1 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny laurové 

Tato analýza byla provedena stejným způsobem jako pomocí UV detektoru. V software 

Clarity byl spuštěn sběr dat z ELSD detektoru. Chromatografické podmínky zůstaly stejné, 

jako je uvedeno v kapitole  . . . Ze získaného chromatogramu byly zaznamenány plochy 

píku pro MAG kyseliny laurové, ze kterých byla pak pomocí kalibrační rovnice vypočtena 

koncentrace MAG ve vzorku a následně procentuální návratnost množství použitého MAG 

do vzorků (toto vystihuje v analytické praxi používané slovo „recovery , které bude 

v tomto smyslu dále používáno v následném textu). Každý vzorek, který byl připravovaný 

při teplotě      C, byl analyzován dvakrát a celkově bylo analyzováno osm vzorků. Vzorek 

připravovaný při teplotě     C byl analyzován třikrát. 

9.7.2.2 HAPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny palmitové 

Analýza vzorků s obsahem MAG kyseliny palmitové pomocí ELSD detektoru byla nejprve 

provedena stejným způsobem, jako analýza vzorků s MAG kyseliny laurové. Následně 

však byly změněny chromatografické podmínky. Pro zlepšení separace píků byla použita 

gradientová eluce dle Marcata [44]. Složení mobilní fáze je v následující tabulce (Tab.  ). 
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Tab. 5: Složení mobilní fáze pro gradientovou eluci. 

Čas 

[min] 

voda:kyselina octová 

(99,9:0,1) [%] 
acetonitril [%] 

0 15 85 

4 0 100 

12 15 85 

20 15 85 

 

Postup analýzy byl následně stejný jako u analýzy vzorků s obsahem MAG kyseliny lauro-

vé. Stejně jako u MAG kyseliny laurové byly zaznamenávány plochy píků a následně vy-

počtená koncentrace MAG a „recovery . 

9.8 Stanovení úbytku MAG v důsledku pečení 

Pro zjištění k jakému úbytku množství MAG může během pečení dojít, byl do předem vy-

sušených a zvážených kádinek navážen MAG kyseliny laurové (m= , 4   g) a kyseliny 

palmitové (m= ,  8  g). Poté bylo toto vloženo do trouby a po dobu 20 minut byly podro-

beny teplotě      C. Po uplynutí této doby byly kádinky vloženy do exsikátoru a po vy-

chladnutí byly zváženy. Z rozdílu hmotností bylo stanoveno odpařené množství monoacyl-

glycerolů. 

9.9 Stanovení interakce monoacylglycerolů s použitým olejem 

Roztoky MAG a oleje v ethanolu byly připraveny v poměru olej:MAG, jaký je v receptuře 

reálného vzorku (kapitola  . ), tedy 4: . Navážky MAG jsou uvedeny v Tab.  . Pro každý 

MAG byly připraveny dva takové roztoky. Jeden byl pro simulaci procesu pečení zahříván 

2  minut při teplotě      C. Poté byly vhodným ředěním všechny roztoky upraveny tak, 

aby koncentrace MAG odpovídala kalibraci. Tyto roztoky byly následně podrobeny HPLC 

analýze a bylo zjištěno „recovery . Stejným způsobem byl analyzován roztok oleje 

v ethanolu. 
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Tab. 6: Koncentrace roztoků pro ověření interakce MAG–olej. 

  

MAG kyseliny laurové MAG kyseliny palmitové 

Zahřívaný 

roztok 

Nezahřívaný 

roztok 

Zahřívaný 

roztok 

Nezahřívaný 

roztok 

navážka [g] 0,2909 0,2105 0,2877 0,3532 

koncentrace 

[mg/ml] 0,05 0,04 0,05 0,06 

 

9.10 Zpracování výsledků 

Pro zpracování získaných dat byly použity výpočty pro aritmetický průměr ( ), skutečnou 

koncentraci roztoku (2), stupeň konverze ( ), koncentraci látky z kalibrační přímky (4), 

„recovery  ( ) dle následujících vztahů: 

 

 Aritmetický průměr ( ): 

    


n

i ix
n

x
1

1
 (1) 

kde: 

x  – aritmetický průměr; 

n   – počet měření; 

ix   – hodnota měření. 

 Skutečná koncentrace roztoku (2): 

  1,0
a

V
c  (2) 

kde: 

c   – koncentrace roztoku [mol/l]; 

V  – pipetovaný objem pro stanovení [ml]; 

a   – průměrná hodnota spotřeby při stanovení [ml]. 
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 Stanovení stupně konverze ( ): 

  

CKONV

pm

Mca
C kKOH

%100

100
1000

%









 (3) 

Kde: 

C%  – hmotnostní procenta kyseliny vztažené na navážku mastné kyseliny do reakce 

a  – spotřeba  , M ethanolického roztoku KOH [ml] 

KOHc  – přesná koncentrace ethanolického roztoku KOH [mol/l] 

kM  – molární hmotnost mastné kyseliny [g/mol] 

m  – skutečná navážka vzorku MAG pro titraci [g] 

p   – poměr skutečné navážky kyseliny do reakce k celkové hmotnosti všech reaktantů 

KONV  – stupeň konverze [%] 

 Koncentrace látky z kalibrační přímky qxky   (4): 

  
k

qy
x


  (4) 

Kde: 

x  – koncentrace látky [mg/ml] 

y  – plocha píku [mV∙ s] 

qk,  – parametry kalibrační přímky 

 „Recovery  ( ): 

  100Re
1

2 
n

n
 (5) 

Kde: 

Re  – „recovery  [%] 

n2  – koncentrace analytu [mg/ml] 

n1  – teoretická koncentrace vzorku [mg/ml] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 59 

 

10 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Cílem této práce bylo navrhnout metodiku stanovení návratnosti MAG použitých 

v reálných systémech. Prvním krokem práce byla příprava vysoce čistých MAG kyseliny 

laurové a palmitové adicí mastné kyseliny na glycidol. Ve druhé fázi pak byly připraveny 

modelové vzorky pečiva. Ty byly následně extrahovány a pomocí HPLC analýzy bylo sta-

noveno „recovery  MAG. 

10.1 Příprava MAG kyselin laurové a palmitové 

Monoacylglyceroly kyselin laurové a palmitové byly připraveny dle postupu v experimen-

tální části v kapitole  . . Během přípravy MAG kyseliny laurové bylo zjištěno, že nebylo 

dosaženo očekávaného stupně konverze. Z Tab.   v kapitole   .2.  plyne, že hodnota kon-

verze dosáhla hodnoty jen  8,   . Z tohoto důvodu byly upraveny reakční poměry kyseli-

na:glycidol na  : , . Taktéž byl zvýšen obsah katalyzátoru na  ,    hm. Kvůli podezření, 

že katalyzátor absorboval vlhkost, která snižuje jeho funkčnost a tím i snižuje konverzi 

reakce, byl katalyzátor vysušen v sušárně při 8   C po dobu  2 hodin. Po těchto úpravách 

byl zaznamenán výrazný nárůst konverze a tyto parametry byly dále použity pro přípravu 

MAG. Zjištěné stupně konverze, jak před úpravou parametrů tak i po ní, pro obě kyseliny 

jsou uvedeny v kapitole 10.2.1. 

10.2 Stanovení stupně konverze a TLC analýza produktů 

Během přípravy MAG a po jejich purifikaci byl stanovován stupeň konverze. Po purifikaci 

byla taktéž provedena TLC analýza pro orientační ověření čistoty produktů. Zájmem bylo 

dosáhnout co nejvyššího stupně konverze, jelikož při dosažení teoretické konverze       

by odpadl problém s odstraněním nezreagovaného glycidolu a mastné kyseliny. 

V produktu by zůstala pouze rezidua chromitého katalyzátoru. 

Jak je již uvedeno v experimentální části (kapitola  . .4), stupeň konverze byl stanoven 

titrací odebraných vzorků ethanolickým  , M roztokem KOH na fenolftalein. Před vlastní 

titrací byla provedena standardizace připraveného titračního činidla.  

Standardizace byla provedena titrací  , M roztoku kyseliny laurové na fenolftalein. Stano-

vení bylo provedeno  x vedle sebe. Ze spotřeb titračního činidla byl vypočítán aritmetický 
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průměr ( ) a z něj následně byla vypočtena koncentrace (2). Koncentrace titračního rozto-

ku byla stanovena na 0,0814 mol/l. 

10.2.1 Stanovení stupně konverze 

Stupeň konverze ( ) byl stanovován jak při ověřování průběhu reakce (testovaní vzorky), 

tak i při přípravě vzorků do experimentu. Každé stanovení bylo provedeno s ohledem na 

zachování poměrů v reakční směsi dvakrát vedle sebe a výsledná hodnota byla aritmetic-

kým průměrem stanovení ( ). Zjištěné hodnoty před provedenou purifikací jsou uvedeny 

v tabulkách (Tab.  –11). 

V Tab.   jsou zaznamenány hodnoty konverze před úpravou reakčních poměrů a před od-

straněním vlhkosti z katalyzátoru. Lze z ní vyčíst, že po    minutách trvání reakce byla 

konverze jen   ,   . Po dalších    minutách, tedy celkem  2  minutách, trvání reakce 

bylo dosaženo konverze pouze  8,   . Výše těchto hodnot byla pro potřeby této práce 

nedostačující, protože bylo třeba připravit MAG o vysoké čistotě, které by bylo možné 

využít i jako kalibrační standardy. Proto bylo přistoupeno k úpravě reakčních parametrů. 

Tab. 7: Stupně konverze pro testovací vzorek MAG kyseliny laurové (kyselina:glycidol = 

1:1,2). 

t = 60 minut t = 90 minut t = 120 minut 

  

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

1.  0,030 0,38 67,8 0,036 0,35 75,3 0,034 0,38 74,6 

2.  0,031 0,43 64,7  0,036  0,36  74,6 0,041 0,3 81,4 

    průměr 66,3   průměr 75,0   průměr 78,0 

 

V Tab. 8 lze vidět výrazný nárůst hodnot konverze po úpravě reakčních poměrů z původ-

ních (molární poměr kyselina:glycidol byl  : ,2, obsah katalyzátoru byl  ,4   hmotnost-

ních). Již po    minutách trvání reakce byla konverze   ,   , což je výrazně vyšší hodno-

ta, než jaké bylo dosaženo po  2  minutách reakce s prvotně použitými poměry ( 8,   ). 

Po 90 minutách dosáhla konverze hodnoty  8,4  . Tento nárůst hodnot svědčí o tom, že 

tímto postupem lze dosáhnout vysoké konverze a takto upravené reakční poměry byly dále 

použity pro přípravu MAG pro experiment. 
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Tab. 8: Stupně konverze pro testovací vzorek MAG kyseliny laurové (kyselina:glycidol = 

1:1,5). 

t = 30 minut t = 60 minut t = 90 minut 

  

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

1.  0,065 0,06 97,7 0,073 0,06 98,0 0,073 0,05 98,3 

2.  0,068 0,07 97,4 0,072 0,04 98,6 0,065 0,04 98,4 

    průměr 97,5   průměr 98,3   průměr 98,4 

 

Tab.   uvádí hodnoty konverze při přípravě MAG kyseliny laurové, který byl následně 

použit pro experiment. Pro reakci bylo použito     g kyseliny palmitové. Dosažená kon-

verze ( 8,   ) byla o něco vyšší než ve stejném čase při přípravě testovacího vzorku 

(98,4 %). 

Tab. 9: Stupně konverze pro MAG kyseliny laurové pro experiment. 

t = 30 minut t = 60 minut t = 90 minut 

  

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

1.  0,097 0,07 98,2 0,074 0,05 98,3 0,127 0,07 98,6 

2.  0,130 0,06 98,8 0,108 0,05 98,8 0,103 0,06 98,5 

    průměr 98,5   průměr 98,6   průměr 98,6 

Jak je uvedeno v kapitole  . .2, byly pro přípravu MAG kyseliny palmitové použity již 

upravené reakční poměry. Opět byl nejprve připraven testovací vzorek pro ověření průbě-

hu reakce. V Tab.    je vidět výše dosažené konverze   ,   . Tato byla uspokojivá 

a mohlo se přistoupit k přípravě MAG pro experiment. 

Tab. 10: Stupně konverze pro testovací vzorek MAG kyseliny palmitové. 

t = 30 minut t = 60 minut t = 90 minut 

  

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

1.  0,073 0,20 91,7 0,072 0,09 96,2 0,071 0,07 97,0 

2.  0,073 0,18 92,6 0,074 0,06 97,6 0,075 0,06 97,6 

    průměr 92,2   průměr 96,9   průměr 97,3 
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Pro přípravu MAG kyseliny palmitové pro experiment bylo stejně jako u MAG kyseliny 

laurové použito     g kyseliny. Během reakce byly stanovovány stupně konverze 

(Tab.   ). Výsledný stupeň konverze po  2  minutách reakce dosáhl hodnoty  8,   . Tato 

hodnota konverze značí, že MAG kyseliny palmitové byl připraven ve vysoké čistotě, jeli-

kož v reakční směsi zůstalo jen asi     nezreagovaného glycidolu a kyseliny palmitové, 

tj.  ,    každého reaktantu vzhledem k ekvimolaritě reakce.  

Tab. 11: Stupně konverze pro MAG kyseliny palmitové pro experiment. 

t = 30 minut t = 60 minut t = 90 minut 

  

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

navážka 

pro sta-

novení 

[g] 

spotřeba 

titračního 

činidla 

[ml] 

stupeň 

konverze 

[%] 

1.  0,121 0,40 90,1 0,103 0,04 98,8 0,081 0,03 98,9 

2.  0,106 0,40 88,7 0,103 0,04 98,8 0,131 0,05 98,9 

    průměr 89,4   průměr 98,8   průměr 98,9 

 

Po provedené purifikaci za účelem odstranění nezreagovaných reaktantů a katalyzátoru 

(viz. kapitola  . . ) byl u obou připravených MAG stanoven konečný stupeň konverze 

(Tab.  2). Předpokladem bylo, že dojde ještě k mírnému nárůstu hodnot, tedy čistoty. Je 

zřejmé, že u MAG kyseliny laurové došlo k nárůstu na hodnotu  8,    a u MAG kyseliny 

palmitové na hodnotu   ,4  . Takto čisté MAG bylo následně možné použít jako kalib-

rační standardy při HPLC analýze. Dosažené hodnoty vypovídají o výhodnosti použití 

adiční reakce mastné kyseliny na glycidol. Reakční podmínky této reakce jsou relativně 

mírné a během reakce nedochází ke vzniku vedlejších produktů, které by připravované 

MAG významně znečistily. Jediné nečistoty, které MAG připravené pomocí této reakce 

obsahují, jsou rezidua glycidolu, mastných kyselin a katalyzátoru. Těchto se však lze 

úspěšně zbavit procesem purifikace a lze tak získat MAG o vysoké čistotě na úrovni analy-

tického standardu. 
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Tab. 12: Stupně konverze MAG po purifikaci. 

MAG kyseliny laurové MAG kyseliny palmitové 

  
navážka pro 

stanovení [g] 

spotřeba tit-

račního činidla 

[ml] 

stupeň kon-

verze [%] 

navážka pro 

stanovení [g] 

spotřeba tit-

račního činidla 

[ml] 

stupeň kon-

verze [%] 

1.  0,073 0,03 98,9 0,075 0,02 99,6 

2.  0,073 0,03 98,9 0,076 0,01 99,2 

    průměr 98,9   průměr 99,4 

10.2.2 Výsledky TLC analýzy 

Pro orientační stanovení čistoty připravených MAG, byla provedena TLC analýza (kapito-

la  . . ). Na desky byly vždy naneseny vzorky zleva v pořadí: kyselina, kyselina, MAG 

a kyselina. Ze zakreslených poloh skvrn na chromatografických deskách na Obr. 11 lze 

vidět, že připravené MAG (na desce vždy  . zleva) neobsahují detekovatelné nezreagované 

zbytky příslušných kyselin, což bylo potvrzeno i pomocí HPLC. 

 

Obr. 11: Chromatografické desky TLC analýzy MAG kyseliny 

laurové a MAG kyseliny palmitové (vyvíjecí soustava–

chloroform/voda/kyselina octová: 95/4,5/0,5). 

10.3 Kalibrace kapalinového chromatografu 

Po úspěšné přípravě čistých vzorků MAG bylo přistoupeno ke kalibraci HPLC systému. 

Pro analýzu byly použity detektory UV a ELSD. Výsledkem kalibrací byly grafické závis-

Kyselina laurová  Kyselina palmitová 
 

MAG kyseliny 

laurové 

MAG kyseli-

ny palmitové 
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losti ploch píků na koncentraci kalibračních roztoků, kterými byla proložena regresní 

přímka. Tato přímka byla použita jako kalibrační přímka a její rovnice byla použita k ná-

sledným výpočtům. Grafické závislosti byly vytvořeny v počítačovém programu Microsoft 

Excel 2003. Nejprve byla provedena kalibrace UV detektoru, detektor ELSD byl kalibro-

ván v následujícím kroku.  

10.3.1 Kalibrace UV detektoru 

Nejprve byla provedena kalibrace pro MAG kyseliny laurové. Jako rozpouštědlo pro pří-

pravu kalibračních standardů byla použita mobilní fáze. Zde však docházelo k problémům 

s rozpustností (s rostoucí koncentrací MAG v roztoku rozpustnost klesala) což dokumentu-

je nelineární průběh naměřených hodnot (Obr.  2). Hodnota korelačního koeficientu pro-

ložené regresní přímky byla  ,82. Rovněž tato hodnota potvrzuje, že vzniklá závislost není 

lineární a je tedy nevhodné proložit vzniklou závislost přímkou. 

 

Obr. 12: Kalibrační přímka při použití mobilní fáze jako rozpouštědla 

MAG kyseliny laurové. 

Následné použití ethanolu jako rozpouštědla odstranilo problémy s rozpustností a vzniklá 

závislost byla lineární (Obr.   ). Stejně tak byl ethanol použit pro rozpuštění MAG kyseli-

ny palmitové. Vzniklá závislost je na Obr. 14. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 65 

 

 

Obr. 13: Kalibrační přímka při použití ethanolu jako rozpouštědla MAG 

kyseliny laurové – UV detektor. 

 

Obr. 14: Kalibrační přímka pro MAG kyseliny palmitové – UV detektor. 

Výsledkem kalibrace UV detektoru jsou tedy kalibrační přímky pro MAG kyseliny laurové 

a palmitové, vzniklé proložením regresních přímek grafickými závislostmi plochy píků 

na koncentraci kalibračních roztoků. Rovnice kalibračních přímek a jejich korelační fakto-

ry jsou následující:  

 MAG kyseliny laurové 

 y = 143,19711x + 228,10962 

 R
2 
= 0,9966 
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 MAG kyseliny palmitové 

 y = 126,2057x + 49,48736 

 R
2 
= 0,9974 

Vysoké hodnoty korelačních koeficientů regresních přímek svědčí o vynikající shodě mezi 

naměřenými a vypočtenými hodnotami. 

10.3.2 Kalibrace ELSD detektoru 

Jak bylo řečeno, výsledkem kalibrace ELSD detektoru byla kalibrační přímka a její rovni-

ce. Ta byla získána vytvořením závislosti plochy píků získaných z chromatogramů 

(Obr. 15) na koncentraci standardu. Na Obr.    je patrné, že jednotlivé píky mají stejný 

retenční čas (4,  minut). Z toho vyplývá, že analýza vykazovala dobrou reprodukovatel-

nost.  

 

Obr. 15: Chromatogram standardů MAG kyseliny laurové, chromatografické podmínky: 

isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová (90:10:0,1), průtok mo-

bilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení ELSD detektoru viz kapitola 9.7.2. 

Vzniklé grafické závislosti ploch píků na koncentraci roztoků a jimi proložené regresní 

přímky, tedy kalibrační přímky jsou znázorněny pro MAG kyseliny laurové na Obr.    

a pro MAG kyseliny palmitové na Obr.   . 
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Obr. 16: Kalibrační přímka pro MAG kyseliny laurové – ELSD detektor. 

 

Obr. 17: Kalibrační přímka pro MAG kyseliny palmitové – ELSD detektor. 
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Rovnice kalibračních přímek a jejich korelační faktory jsou následující: 

 MAG kyseliny laurové 

 y = 13893,16993x – 40,23131  

 R
2
= 0,99 

 MAG kyseliny palmitové 

 y = 8494,53108x – 21,23203 

 R
2
= 0,99 

Hodnoty korelačních koeficientů kalibračních přímek ( ,  ) opět vypovídají o vysoké 

přesnosti provedeného měření a shodě hodnot naměřených a vypočtených. Dále vypovídají 

o lineárním průběhu vzniklých kalibračních přímek a o jejich vhodnosti pro výpočty 

v následujících částech experimentu. 

Po provedení kalibrace systému bylo přistoupeno k extrakci připravených vzorků pečiva 

(kapitola  . ). Nejdříve musel být stanoven počet cyklů pro bezpečnou extrakci MAG ze 

vzorků. 
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10.4 Stanovení počtu cyklů pro extrakci 

Stanovení počtu cyklů extrakce bylo provedeno postupem popsaným v kapitole 9.6.1. 

Z níže uvedeného chromatogramu (Obr.  8) a ze zaznamenaných hodnot vyplývá, že mezi 

velikostí plochy píku po 15. a  8. cyklu není významný rozdíl. Plochy píků vypočtené in-

tegrátorem systému nabývaly hodnot pro pík po   . cyklu    ,   mV∙s a pro pík po 

18. cyklu 720, 81 mV∙s. Koncentrace ethanolem vyextrahovaného MAG po   . cyklu byla 

0,09 mg/ml a po 18. cyklu 0,09 mg/ml. Z těchto zjištěných hodnot vyplývá, že pro extrakci 

je bezpečné použít 2  cyklů, které zaručí vyextrahování maximálního možného množství 

MAG. Další zvyšování počtu cyklů by bylo časově náročné bez významného efektu v po-

době nárůstu množství vyextrahovaného množství MAG. 

 

Obr. 18: Závislost velikosti píků v jednotlivých cyklech na retenčním času. Chromatogra-

fické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová 

(90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl. 

10.5 Analýza vzorků a stanovení „recovery“ 

Po provedené extrakci ethanolem byly vzorky podrobeny analýze. Nejprve byl použit UV 

detektor, pomocí kterého byla provedena jen analýza vzorků s obsahem MAG kyseliny 

laurové. Poté co byl k dispozici, byl UV detektor nahrazen detektorem ELSD, kterým byly 

analyzovány jak vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové tak i ty, pro jejichž přípravu byl 

použit MAG kyseliny palmitové. 
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10.5.1 Analýza vzorků pomocí UV detektoru 

Vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové pro UV detekci byly připraveny k analýze dvo-

jím způsobem. Hlavní rozdíl mezi těmito dvěma způsoby je vytřepání do n–hexanu 

v případě druhého způsobu. Tento postup byl zvolen proto, že bylo třeba oddělit polární 

a nepolární podíly, jak je vidět na chromatogramu na Obr. 19. 

 

Obr. 19: Chromatogram MAG kyseliny laurové získaný při prvním způsobu přípravy vzorků – 

bez vytřepávání, chromatografické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonit-

ril:voda:kyselina octová (90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl. 

Vytřepáním do n–hexanu se vzorek zbavil části nepolárních látek. Byl eliminován pík čís-

lo 1 s retenčním časem  ,  minut, který patrně odpovídal nepolárním acylglycerolům 

z oleje. Dále došlo k lepší separaci píků 2 a  . Tato separace je zaznamenána na chromato-

gramu na Obr. 20.  

 

Obr. 20: Chromatogram získaný druhým způsobem přípravy – vytřepání do n–hexanu, 

chromatografické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina 

octová (90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl. 

1 

2 

3 

3 

2 
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Tímto způsobem byl získán pík MAG kyseliny laurové ( ), z jehož výšky bylo možné vy-

počítat koncentraci analytu a následně „recovery . Od analýzy na UV detektoru však bylo 

nakonec upuštěno ihned, jak byl k dispozici ELSD detektor. Hlavní výhodou použití toho-

to detektoru je jeho citlivost. Díky ní není třeba vyextrahované vzorky podrobovat dalším 

úpravám, čímž se zabrání možným ztrátám při manipulaci.  

10.5.2 Analýza vzorků pomocí ELSD detektoru a stanovení „recovery“ 

ELSD detektorem byly analyzovány vzorky připravované při teplotě     C i 170  C 

s obsahem MAG kyseliny laurové i palmitové. Teplota     C byla zvolena pro ověření, zda 

při záhřevu na teplotu pečení      C nedochází k dekompozici vzorku MAG, resp. interak-

cím se složkami systému důsledkem zahřívání. Analýza vzorků s obsahem MAG kyseliny 

laurové se od analýzy vzorků s obsahem kyseliny palmitové lišila tím, že pro analýzu 

vzorků s MAG kyseliny laurové byla použita isokratická eluce a pro MAG kyselina palmi-

tové bylo nutno použít eluci gradientovou. 

10.5.3 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny laurové a stanovení „recovery“ 

Pro analýzu bylo použito 8 vzorků o stejné hmotnosti připravovaných při teplotě      C, 

která se běžně využívá při výrobě pečiva, a každý byl analyzován dvakrát. Na získaných 

chromatogramech, vzorový je uveden na Obr. 2 , lze vidět dva píky.  

 

Obr. 21: Přiklad chromatogramu vzorku s obsahem MAG kyseliny laurové, chromatogra-

fické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová 

(90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 

9.7.2. 

2–MAG kyseliny laurové 

1 
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Pík číslo 2 v retenčním čase 4,  minut patří MAG kyseliny laurové. Pro ověření a identifi-

kaci píku číslo 1 s retenčním časem 2,  minut, o kterém se předpokládalo, že patří polár-

ním frakcím mouky, byla mouka podrobena extrakci a následné analýze. Získaný chroma-

togram je na Obr. 22.  

 

Obr. 22: Chromatogram vzorku mouky, chromatografické podmínky: isokratická eluce, 

mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová (90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, 

nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 9.7.2. 

S určitou dávkou opatrnosti lze skutečně pík přiřadit polární složce mouky. Pík číslo 

3 s retenčním časem    minut pravděpodobně odpovídá zbytkovým tukovitým podílům 

mouky. 

Ze získaných chromatogramů byly odečteny plochy píků monoacylglycerolu kyseliny lau-

rové a z kalibrační rovnice byla následně dle vztahu (4) vypočítaná koncentrace MAG ve 

vzorku. Z koncentrací bylo následně vypočteno „recovery . Pro výpočet byla použita teo-

retická koncentrace pro jeden vzorek, která byla získaná následující úvahou. Pro přípravu 

vzorků bylo použito 4 2,   mg MAG. Vzniklé těsto bylo rozděleno na    kusů o stejné 

hmotnosti, v každém kusu tedy bylo 24,   mg MAG. Pro extrakci byl použit   kus vzorku 

a     ml ethanolu, teoretická koncentrace MAG v extraktu tedy byla 0,19 mg/ml. Dosaze-

ním této teoretické koncentrace a koncentrací získaných z analýzy do rovnice (5) bylo vy-

počteno „recovery  (ve výpočtu se zohlednilo ředění při přípravě vzorků). Pro každý vzo-

rek, protože byl analyzován dvakrát, byly získány dva výsledky. Dle vztahu ( ) byl 

z výsledků vypočten aritmetický průměr a výsledné „recovery  bylo získáno vypočtením 

aritmetického průměru z výsledků osmi HPLC analyzovaných vzorků. Výsledky jsou uve-

deny v následující tabulce (Tab.   ). 

1 

3 
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Tab. 13: Stanovení „recovery“ pro MAG kyseliny laurové – 170  C. 

 Plocha píku [mV.s] 

Koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

Vzorek 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení průměr 

1 389,32 398,43 0,14 0,15 75,3 77,0 76,1 

2 432,00 442,69 0,16 0,16 83,4 85,4 84,4 

3 436,80 430,85 0,16 0,16 84,3 83,1 83,7 

4 418,81 417,45 0,15 0,15 80,9 80,6 80,7 

5 391,23 393,63 0,14 0,14 75,6 76,1 75,9 

6 410,54 400,82 0,15 0,15 79,3 77,4 78,4 

7 388,13 401,24 0,14 0,15 75,0 77,5 76,3 

8 397,25 422,59 0,15 0,15 76,8 81,6 79,2 

 průměr 79,3 

 

Z tabulky je patrné, že výsledné „recovery  bylo stanoveno, na 79,3  . Rozptyl ve výsled-

cích (asi 8  ) je přijatelný. Je dán patrně tím, že při přípravě vzorků nebylo možné dosáh-

nout dokonalé homogenizace MAG v těstě, protože nebyl k dispozici hnětač, který by toto 

zajistil. Po následném rozdělení na jednotlivé kusy se tedy koncentrace MAG 

v jednotlivých vzorcích mohla lišit, přestože byly stejné hmotnosti. 

Zjištěné „recovery  bylo tedy   ,   . Asi 2    použitých MAG se tedy nepodařilo získat 

zpět. Důvodem by mohla být tvorba komplexů s amylosou nebo se složkami oleje, ztráty 

při pečení nebo při manipulaci. Zaměřili jsme se proto na zjištění, k jakým ztrátám MAG 

dochází během procesu pečení a na interakci oleje s MAG. 

10.5.3.1 Úbytek MAG kyseliny laurové během pečení 

Velikost ztráty MAG během pečení byla zjišťována pomocí vážkové metody, jak je popsá-

no v kapitole  .8. Hmotnost naváženého MAG byla  , 4   g, po podrobení teplotě      C 

po dobu 2  minut byla hmotnost MAG  ,     g. Rozdíl mezi hmotnostmi činí  ,     g, 

tedy 2,8  , což je zanedbatelné. Z toho vyplývá, že při pečení dochází k minimálním 

ztrátám MAG kyseliny laurové účinkem tepelného namáhání a převážná část z množství, 

které se nepodařilo získat extrakcí zpět, se pravděpodobně podílí na tvorbě komplexů 

s amylosou nebo se složkami oleje. Proto byla dále ověřena interakce olej–MAG. 
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10.5.3.2 Interakce oleje s MAG kyseliny laurové 

Jak je uvedeno v kapitole  . , pro zjištění, zda dochází k vzájemnému působení složek 

oleje a MAG, byly připraveny dva roztoky oleje a MAG v ethanolu. Jeden z nich byl za-

hříván 2  minut při teplotě      C, aby se simuloval proces pečení. Poté byly oba roztoky 

analyzovány pomocí HPLC a bylo stanoveno „recovery . Příklad získaného chromatogra-

mu je na Obr. 23. 

 

Obr. 23: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny laurové v ethanolu, chromatogra-

fické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová 

(90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 

9.7.2. 

Každý roztok byl analyzován dvakrát a způsobem popsaným v kapitole 10.5.3 byla z navá-

žek pro přípravu roztoků (kapitola  . , Tab.  ) vypočtena návratnost MAG. Ze získaných 

hodnot byla vytvořena tabulka (Tab.  4). 

Tab. 14: Hodnoty „recovery“ pro analýzu interakce olej–MAG kyseliny laurové. 

  Plocha píku [mV.s] 

Koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

Vzorek 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stanove-

ní 

1. stano-

vení 

2. stanove-

ní průměr 

nezahřátý  483,84 480,52 0,04 0,04 100,0 100,0 100,0 

zahřátý 543,17 552,78 0,04 0,04 80,0 80,0 80,0 

 

Z výše uvedené tabulky vyplývá, že pokud roztok nebyl před analýzou zahříván, byla ná-

vratnost MAG stoprocentní. Pokud byl však roztok zahříván, bylo zjištěné „recovery  
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80,0  . Pokud tuto hodnotu porovnáme s výslednou hodnotnou z Tab. 15 (79,3 %) zjistí-

me, že tyto hodnoty jsou téměř identické. 

Z těchto zjištění vyplývá, že množství MAG, které se nepodařilo získat zpět z připrave-

ných reálných vzorků (asi 2   ) se pravděpodobně podílí na interakcích se složkami oleje. 

Komplexy s amylosou, které během pečení vznikají, se pomocí extrakčního činidla ethano-

lu podařilo rozrušit a MAG podílející se na jejich tvorbě vyextrahovat. 

10.5.4 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny palmitové a stanovení „recovery“ 

Analýza vzorků s obsahem MAG kyseliny palmitové probíhala nejprve isokratickou elucí, 

stejně jako u MAG kyseliny laurové. Pro kontrolu, zda nedochází k interferenci složek 

vzorku, byl připraven roztok oleje v ethanolu, který byl následně analyzován. Ze získaných 

chromatografů (Obr. 24) bylo zjištěno, že retenční čas oleje se shoduje s retenčním časem 

MAG kyseliny palmitové, čili že v použitém chromatografickém systému nedochází 

k řádné separaci. 

 

Obr. 24: Chromatogram oleje a MAG kyseliny palmitové v isokratické eluci, chromatogra-

fické podmínky: isokratická eluce, mobilní fáze: acetonitril:voda:kyselina octová 

(90:10:0,1), průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 

9.7.2. 

Z výše uvedeného důvodu bylo přistoupeno k eluci gradientové, jejíž parametry jsou po-

psány v kapitole  . .2.2. Pro ověření, že píky již nemají stejný retenční čas a dochází 

k jejich separaci, byl připraven modelový směsný vzorek složený z oleje a MAG kyseliny 

palmitové v ethanolu a byl podroben analýze.  
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Obr. 25: Chromatogram směsného vzorku oleje a MAG kyseliny palmitové, chromatogra-

fické podmínky: gradientová eluce, podmínky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, průtok mobil-

ní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 9.7.2. 

Na Obr. 2  lze vidět, že tímto postupem došlo k separaci píku MAG kyseliny palmitové 

a složek oleje a je tedy možné použít tento režim pro analýzu samotných vzorků. 

Jak je uvedeno v kapitole pojednávající o analýze vzorků s obsahem MAG kyseliny lauro-

vé, bylo analyzováno 8 vzorků připravených při teplotě      C a každý vždy dvakrát. 

Na získaných chromatogramech (Obr. 2 ) lze vidět pík mouky ( ), který byl identifikován 

z chromatogramu na Obr. 22, dále pík MAG kyseliny palmitové (2), v retenčním čase 

10,5 minut., a jako poslední pík oleje (3). 

 

Obr. 26: Příklad chromatogramu získaného analýzou vzorku s MAG kyseliny palmitové, 

chromatografické podmínky: gradientová eluce, podmínky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, 

průtok mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 9.7.2. 

1 

3 
2 
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Z ploch píků získaných z chromatogramů byla vypočtena koncentrace MAG a následně 

„recovery . Tento výpočet je taktéž popsán v předchozí kapitole. Za teoretickou koncent-

raci MAG ve vzorku byla vypočtena hodnota  ,   mg/ml, která byla získána kalkulací 

z navážky MAG pro přípravu vzorků, způsobem popsaným výše. Výsledky byly opět 

zpracovány do tabulky (Tab.   ). 

Tab. 15: Stanovení „recovery“ pro MAG kyselina palmitové – 170  C. 

  Plocha píku [mV.s] 

Koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

Vzorek 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení průměr 

1 186,32 174,10 0,11 0,11 59,1 55,3 57,2 

2 174,30 170,47 0,11 0,10 55,3 54,1 54,7 

3 153,10 139,20 0,09 0,08 48,7 44,4 46,6 

4 200,21 197,92 0,12 0,12 63,3 62,6 63,0 

5 153,82 140,06 0,09 0,08 48,9 44,7 46,8 

6 166,33 145,07 0,10 0,09 52,8 46,3 49,6 

7 168,13 170,87 0,10 0,10 53,4 54,3 53,8 

8 122,92 134,34 0,07 0,08 39,4 42,9 41,2 

  průměr 51,6 

 

Jak je vidět z hodnot v tabulce Tab.   , výsledné „recovery  pro MAG kyseliny palmitové 

je   ,   . Vyšších hodnot „recovery  by bylo pravděpodobně možné dosáhnout pomocí 

použití rozpouštědla s nižší polaritou, než má ethanol, nebo rozrušením vzniklých kom-

plexů, které zmiňuje ve své práci Frederike Tufvesson [50, s. 61–71], [51, s. 359-365]. Ten 

zjistil, že na tvorbu stabilních krystalických komplexů MAG–amylosa má významný vliv 

teplota spolu s délkou a nasyceností zbytku řetězce mastné kyseliny navázaného 

v monoacylglycerolu. Zatímco pro MAG, které obsahují kratší řetězec zbytku mastné ky-

seliny, tedy i MAG kyseliny laurové, je pro tvorbu komplexů celkem dostačující i teplota 

70  C, pro MAG které mají ve své molekule navázaný delší řetězec zbytku mastné kyseliny, 

nebo je tento řetězec nenasycený, potřebují teploty vyšší, nebo při nižších teplotách pod-

statně delší výdrž než u MAG s krátkým řetězcem. V následující kapitole   . .  bylo však 

dokázáno, že ethanol je vhodně zvoleným rozpouštědlem, které je schopno výše popsané 

komplexy rozrušit.  

Z Tab. 15 vyplývá, že asi 48   použitých MAG nebylo získáno zpět. Jak je uvedeno 

v kapitole   .4.2. , může se podílet toto množství na tvorbě komplexů s amylosou 
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či s olejem, nebo mohlo dojít ke ztrátám během pečení nebo manipulace. Stejně jako při 

analýze reálných vzorků s obsahem MAG kyseliny laurové jsme se i při analýze vzorků 

obsahující MAG kyseliny palmitové zaměřili na ztráty, které mohou vzniknout během pe-

čení a na možnou interakci olej–MAG. Tyto možné příčiny bylo nutno prozkoumat. 

V první fázi jsme zjišťovali, zda nedojde ke ztrátám hmotnosti MAG působením teploty. 

10.5.4.1 Úbytek MAG kyseliny palmitové během pečení 

Stanovení úbytku MAG během pečení bylo provedeno opět pomocí vážkové metody, kdy 

bylo naváženo  ,  8  g a po podrobení teplotě      C a vychladnutí byla zjištěna hmotnost 

 , 284 g. Rozdíl mezi hmotnostmi je zanedbatelných  ,     g, což je procentuálně vyjád-

řeno  ,8  . Ze zjištěných hodnot vyplývá, že většina MAG, které se nepodařilo získat po-

mocí extrakce zpět, by se mohla podílet na tvorbě komplexů s hlavními složkami pečiva 

amylosou nebo s olejem. Proto jsme se při analýze vzorků s MAG kyseliny palmitové za-

měřili opět na analýzu vzniku komplexů MAG se složkami oleje. To je samozřejmě jedno-

dušší, než zjišťovat interakce v pevné fázi mouky. 

10.5.4.2 Interakce oleje s MAG kyseliny palmitové 

Pro zjištění zda dochází k vzájemnému působení složek oleje a MAG, byly opět připrave-

ny dva roztoky oleje a MAG v ethanolu a jeden z nich byl zahříván 2  minut při teplotě 

     C. Poté byly oba roztoky podrobeny HPLC analýze a bylo stanoveno „recovery . Pří-

klad získaného chromatogramu je na Obr. 27. 

 

Obr. 27: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny palmitové v ethanolu, chromato-

grafické podmínky: gradientová eluce, podmínky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, průtok 

mobilní fáze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 9.7.2. 
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Na chromatogramu na Obr. 2  lze vidět, že dochází k mírnému vybočení základní linie 

směrem vzhůru (označeno zeleně) a výskytu malého píku s retenčním časem cca    minut. 

To nabízí myšlenku, že by se mohlo jednat o řadu oxidačních produktů nenasycených 

mastných kyselin z oleje. Proto byly dále podrobeny analýze dva roztoky samotného oleje 

v ethanolu. Jeden byl zahříván při      C 20 minut a druhý byl připraven při laboratorní 

teplotě. Získaný překryv chromatogramů je na Obr. 28. 

 

Obr. 28: Chromatogram roztoků oleje v etanolu (zahřátý i nezahřátý), chromatografické 

podmínky: gradientová eluce, podmínky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, průtok mobilní fá-

ze: 1ml/min, nástřik 20 μl, nastavení detektoru viz kapitola 9.7.2. 

Je zřejmé, že zahříváním vznikly další látky (viz píky 2 a  ), což lze přičíst tvorbě oxidač-

ních produktů zahříváním mastných kyselin obsažených v oleji (oranžová křivka). U obou 

vzorků, jak za tepla tak studena připravených, pak byl detekován pík s retenčním časem 

13 minut. Ten patří patrně oxidačnímu produktu, jenž vznikl stárnutím oleje po dobu jeho 

uskladnění. Reálné vzorky pečiva byly připraveny dříve, než proběhla tato analýza, v době, 

kdy byl olej čerstvý. Proto se pík nevyskytuje např. u chromatogramů na Obr. 2 , 2 . Pou-

žitý slunečnicový olej obsahuje vysoký obsah nenasycených mastných kyselin, které snad-

něji podléhají oxidaci než kyseliny nenasycené.  

Roztoky oleje a MAG byly analyzovány každý dvakrát. Ze získaných ploch píků byla způ-

bem popsaným v kapitole   . .  z navážek pro přípravu roztoků (kapitola  . , Tab.  ) vy-

počtená návratnost MAG a zjištěné hodnoty byly zaznamenány do tabulky (Tab.   ). 

 

1 2 3 

4 
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Tab. 16: Hodnoty „recovery“ pro analýzu interakce olej–MAG kyseliny palmitové. 

  Plocha píku [mV.s] 

Koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

Vzorek 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stano-

vení 

2. stano-

vení 

1. stanove-

ní 

2. stanove-

ní průměr 

nezahřátý  517,63 519,12 0,06 0,06 100 100 100 

zahřátý 201,03 200,98 0,03 0,03 52,3 52,3 52,3 

 

Z hodnot v tabulce (Tab.   ) vyplývá, že ve vzorcích, které nebyly zahřívány nevznikají 

žádné produkty olej–MAG. Analýzou bylo vyizolováno       MAG. Naopak po zahřátí 

bylo zjištěno, že v roztoku je  2,    MAG, které byly původně pro přípravu použity. Tato 

hodnota je shodná s hodnotami získanými při analýze reálných vzorků. Z toho vyplývá, že 

množství MAG, které se nepodařilo z reálných vzorků získat zpět, se podílí na tvorbě pro-

duktů se složkami oleje.  

10.5.5 Analýza reálných vzorků pečiva s obsahem MAG kyseliny laurové a MAG 

kyseliny palmitové připravených při teplotě 70  C 

Další částí experimentu bylo stanovení „recovery  ze vzorků, které se připravovaly při 

nižší teplotě. Analýza byla pro oba vzorky provedena třikrát a výpočet „recovery  byl pro-

veden způsobem popsaným v kapitole   . . . Teoretická koncentrace MAG kyseliny lau-

rové ve vzorku byla  ,2  mg/ml. V Tab. 17 jsou zaznamenány zjištěné hodnoty. 

Tab. 17: „Recovery“ pro vzorek MAG kyseliny laurové – 70  C. 

  

plocha píku 

[mV.s] 

koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

1. stanovení 2141,65 0,16 78,5 

2. stanovení 2276,49 0,17 83,4 

3. stanovení 2185,13 0,16 80,1 

  průměr 80,7 

 

Zjištěná hodnota „recovery  8 ,    je blízká hodnotně (  ,   ) zjištěné u vzorků připra-

vených při      C. Rozdíl mezi hodnotami mohou činit ztráty, které vzniknou během peče-

ní při vyšší teplotě. V kapitole 10.5.4.1 bylo zjištěno, že množství MAG nezískané extrakcí 

zpět tvoří pravděpodobně komplexy se složkami oleje, totéž lze říci i v tomto případě. 
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Stejný experiment byl proveden i pro MAG kyseliny palmitové. Vzorek připravený při 

teplotě     C byl analyzován třikrát a následně byla z ploch píků vypočtena koncentrace 

vzorku a „recovery . Pro výpočet byla jako teoretická koncentrace MAG ve vzorku vzata 

hodnota 0,20 mg/ml, zjištěná výpočtem z navážky MAG pro přípravu vzorku  ,2 2  g. 

Zjištěné hodnoty byly zpracovány do následující tabulky (Tab.  8). 

Tab. 18: „Recovery“ pro vzorek MAG kyseliny palmitové – 70  C. 

  

plocha píku 

[mV.s] 

koncentrace MAG 

[mg/ml] Recovery [%] 

1. stanovení 1550,48 0,19 92,5 

2. stanovení 1410,03 0,17 84,2 

3. stanovení 1620,89 0,19 96,7 

  průměr 91,1 

 

Zjištěná hodnota   ,    je výrazně vyšší, než hodnota „recovery  zjištěná u vzorků při-

pravených za vyšší teploty i než u obou typů vzorků s obsahem MAG kyseliny laurové. 

Avšak ze zjištění získaných z analýzy roztoků oleje a MAG vyplývá, že komplexy amylo-

sa–MAG se extrakcí ethanolem rozruší a ta část MAG, která se nepodaří vyextrahovat se 

podílí na tvorbě komplexu olej–MAG. Proto i kdyby MAG kyseliny palmitové tvořil za 

teploty     C komplex s amylosou, byl by extrakcí rozrušen. Porovnáním hodnot získaných 

analýzou vzorků připravených při teplotě      C a vzorků připravených při     C lze říct, že 

MAG kyseliny palmitové při teplotě     C se složkami oleje neinteraguje. 
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ZÁVĚR 

Z literární rešerše vyplynulo, že MAG jsou nejběžněji používané emulgátory v pekařství, 

kde se používají pro oddálení stárnutí a tvrdnutí pečiva. Mezi efektivní způsoby přípravy 

MAG patří adice mastné kyseliny na glycidol. Touto reakcí jsou dosahovány vysoké stup-

ně konverze (    ). 

Pro stanovení monoacylglycerolů v různých systémech nelze vytvořit unifikovaný způsob, 

protože každý systém obsahuje různé látky, které mohou s MAG interferovat a stanovení 

tak ovlivňovat. 

Cílem této diplomové práce bylo proto vytvořit metodiku stanovení MAG v reálných po-

travinářských systémech. Součástí byla příprava MAG, jejich aplikace do pečiva, zpětná 

izolace a analýza pomocí HPLC. 

Pro tento experiment byly vytvořeny modelové vzorky pečiva, připravené při teplotě     C 

a      C. Připravené vzorky obsahovaly MAG kyseliny laurové i palmitové, které byly syn-

tetizovány adiční reakcí příslušné mastné kyseliny s glycidolem. Během přípravy bylo zjiš-

těno, že pomocí reakčních parametrů zvolených dle Janiše [31] nelze dosáhnout dostatečně 

vysoké konverze. Jejich úpravou (poměr kyseliny a glycidolu  : ,  a  ,    hm. vysušené-

ho katalyzátoru) a následné purifikaci dvojnásobnou rekrystalizací dosáhla konverze pro 

MAG kyseliny laurové  8,    a pro MAG kyseliny palmitové   ,4  . Takto purifikované 

MAG byly použity jako analytické standardy pro kalibraci HPLC systému. 

Pro kalibraci HPLC systému s detekcí UV a ELSD byly připraveny ethanolické roztoky 

MAG. Regresní rovnice vypočtených kalibračních přímek vykazovaly vysoké hodnoty 

korelačních faktorů a byly následně použity pro další výpočty. 

Pro extrakci MAG z modelových vzorků pečiva byl zvolen ethanol a 2  cyklů stanoveno 

jako bezpečný počet zaručující vyextrahování maximálního množství MAG. Navýšení 

cyklů bylo bez efektivního účinku. Vzorky byly podrobeny extrakci a získaný extrakt byl 

analyzován HPLC systémem. Nejprve byl použit UV detektor, kterým byla provedena ana-

lýza vzorků s obsahem MAG kyseliny laurové. Vzorky však musely být, pro nižší citlivost 

detektoru, dále upravovány zahušťováním a vytřepáváním s n–hexanem. To se ukázalo být 

nevýhodným s ohledem na přesnost postupu. Proto byl následně uveden do provozu ELSD 

detektor, který ve srovnání s UV je řádově     x citlivější a vzorky tak nemusely být slo-

žitě upravovány.  
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Pomocí ELSD detektoru byly analyzovány vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové 

i palmitové, připravované při teplotě      C a     C. Návratnost pro MAG kyseliny laurové 

u vzorku zahřívaného na      C byla 79,3 % a při teplotě     C 8 ,  . Bylo tedy prokázá-

no, že k úbytku nedochází v důsledku působení teploty v daném intervalu. Ztráty lze přičíst 

interakci MAG se složkami použitého oleje, jelikož při zahřívání samotné směsi olej–

MAG na 170  C bylo docíleno stejného „recovery  8 ,    

Pro MAG kyseliny palmitové bylo stanoveno „recovery    ,    při      C. Obdobné hod-

noty bylo dosaženo při analýze zahřívaného systému oleje a MAG na stejnou teplotu. Při 

analýze vzorku pečiva připraveného při nižší teplotě (    C) byla však hodnota „recovery  

podstatně vyšší, než u vzorků pečených při      C. Návratnost byla 91,1 %. 

Analýzou roztoků obou MAG a oleje, které byly smíchány za studena, byla zjištěna ná-

vratnost 100  . To značí, že teplota významněji ovlivňuje zejména interakci MAG kyseli-

ny palmitové se složkami oleje. U MAG kyselina laurové je teplota významná jen do     C. 

Je to patrně způsobeno délkou uhlíkatého řetězce zbytku kyseliny. 

Zahříváním samotných MAG obou kyselin na      C po dobu 20 minut, což byla doba pe-

čení, nedošlo k signifikantním hmotnostním úbytkům (cca 2 ). 

Ze zjištěných hodnot tedy vyplývá, že MAG, které se nepodařilo ze vzorků vyextrahovat, 

se nejspíše podílejí na interakcích se složkami oleje a že komplexy amylosa–MAG, které 

během pečení vznikají, jsou extrakcí ethanolem rozrušovány.  

Závěrem lze konstatovat, že byla vyvinuta a otestována metodika stanovení MAG v reál-

ných systémech, což bylo cílem této DP. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

MAG Monoacylglycerol 

Např. Na příklad  

HLB Hydrofilně-lipofilní rovnováha 

FAB-MS Bombardování rychlými atomy – hmotnostní spektrometrie 

SPE Extrakce na pevné fází 

TLC Tenkovrstvá kapalinová chromatografie 

ELSD Evaporační detektor rozptylu světla 

NMR Nukleární magnetická resonance 

Tj. To je 
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