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Abstrakt

Stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych potravinarskych olejich.

Tématem prace je stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych
potravinatskych olejich.

Cilem této prace je seznamit se s metodikou stanoveni mastnych kyselin plynovou
chromatografii s vyuzitim MS-CI a MS-EI detekce pro identifikaci, stanovit slozeni
mastnych kyselin u vybranych komercnich potravindiskych oleji a zpracovat ziskané
vysledky.

Prace informuje o vlastnostech a zdravotnim vyznamu mastnych kyselin. Déle se
tato prace vénuje slozeni jednotlivych stanovovanych rostlinnych olejti. Nasleduje popis
metod plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie, které se vyuzivaji ke
stanoveni mastnych kyselin. Ptehled teoretické casti je zakonCen popisem uUpravy
vzorkl pied jejich zavedenim do plynového chromatografu.

Stanovovany byly oleje bézn¢ dostupné v obchodnich fetézcich, a to olivové oleje
(Ondoliva a Minerva), fepkové oleje (Rapso,Manka a Lukana) a slunecnicové oleje
(Vénusz, Vegetol Gold, Slunka a Slunka na smazeni). Jednotlivé oleje byly métfeny ve
ttech sériich. Pii kazdém méfeni byly z kazdého jednoho oleje odebrany tii vzorky.
Celkové¢ byly tedy mastné kyseliny stanovovany ve 72 vzorcich.

V olivovém oleji byla v priméru nejvice zastoupena kyselina olejova (74,28 %) >
kyselina palmitova (11,90 %) > kyselina linolova (5,76 %) > kyselina stearova (3,01 %)
> kyselina vakcenova (2,59 %) > kyselina palmitolejova (0,79 %) > kyselina a-linolenova
(0,65 %).

V tepkovém oleji bylo obsazeno nejvice kyseliny olejové (57,70 %) > kyselina
linolova (20,07 %) > kyselina a-linolenova (8,15 %) > kyselina palmitova (4,85 %) >
kyselina vakcenova (3,54 %) > kyselina stearova (1,80 %) > kyselina eikosenova (1,25

%) > kyselina arachova (0,59 %).



Ve slunecnicovém oleji byla nejvice obsazena kyselina linolova (61,38 %) >
kyselina olejova (25,80 %) > kyselina palmitova (6,54 %) > kyselina stearova (3,42 %)
> kyselina vakcenova (0,76 %) > kyselina behenova (0,68 %).

Rozdilnych hodnot dosahoval slune¢nicovy oleje Slunka na smazeni, ktery mél
nejvice kyseliny olejové (77,26 %) > kyselina linolova (10,49 %) > kyselina palmitova
(4,75 %) > kyselina stearova (3,20 %) > kyselina vakcenova (1,26 %) > kyselina
behenova (0,82 %). Jednalo se tedy zfejmé€ o odridu tzv. high oleic slune¢nice se
zvySenym obsahem kyseliny olejové.

Z analyzy hlavnich komponent vyplyvd, Ze mezi olivovymi, fepkovymi a
slune¢nicovymi oleji byly zna¢né rozdily ve slozeni. AvSak oleje stejného druhu ale od

riznych vyrobct se ve svém slozeni nijak vyrazné nelisily.



Abstract

Determination of the fatty acids composition in selected food oils

The topic of the thesis is determination of the spectrum of fatty acids in the selected
nutritional oils.

The target of this thesis is to provide information about the methodology of
determination of fatty acids by the method of gas chromatography applying MS-CI and
MS-EI detection for identification, to determine the composition of fatty acids of the
selected commercial nutritional oils and to process the acquired results.

The thesis informs of the characteristics and the medical research of fatty acids.
Moreover this thesis deals with the composition of individual examined vegetable oils.
The description of the method of the gas chromatography and the mass spectrometry,
applied for the determination of fatty acids follows. The survey of the theoretical part is
finished by the description of the treatment of samples before their introduction into the
gas chromatograph.

The oils available usually in the trade chains were examined, i.e. olive oils
(Ondoliva and Minerva), rape oils (Rapso,Manka and Lukana) and sunflower oils
(Vénusz, Vegetol Gold, Slunka and Slunka for frying). The individual oils were
measured in three series. During each measuring, three samples were taken from each
oil. In total, the fatty acids were determined in 72 samples.

In the olive oil, the oleic acid had a largest share on average (74,28 %) > palmitic
acid (11,90 %) > linoleic acid (5,76 %) > stearic acid (3,01 %) > vaccenic acid (2,59 %)
> palmitic- oleic acid (0,79 %) > a-linolenic acid (0,65 %).

In the rape oil, there was the largest share of oleic acid (57,70 %) > linoleic acid
(20,07 %) > a-linolenic acid (8,15 %) > palmitic acid (4,85 %) > vaccenic acid (3,54
%) > stearic acid (1,80 %) > eicosenic acid (1,25 %) > arachic acid (0,59 %).

In the sunflower oil, there was the largest share of linoleic acid (61,38 %) > oleic
acid (25,80 %) > palmitic acid (6,54 %) > stearic acid (3,42 %) > vaccenic acid (0,76
%) > behenic acid (0,68 %).



Different values were found out in the Slunka sunflower oil for frying having
contained the largest share of oleic acid (77,26 %) > linoleic acid (10,49 %) > palmitic
acid (4,75 %) > stearic acid (3,20 %) > vaccenic acid (1,26 %) > behenic acid (0,82 %).
It was probably made of a special kind of the so-called high oleic sunflower with an
increased amount of the oleic acid.

It follows from the analysis of the main components that between the olive, rape
and sunflower oil considerable differences in their composition may be established.
However, the oils of the same kind and from various producers were not very different

as for their composition.
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Seznam pouzitych zkratek

a.s

CI

Cl14:0
C16:0
Cl6:1n7cis
C18:0
Cl18:1n7cis
C18:1n9cis
C18:2n6cis,cis
C18:3n3cis
C18:xt
C20:0
C20:1n9cis
C22:0
C22:1n9cis
¢.

DHA

El

ECD

EPA

et al.

FA
FAMEs

FID

akciova spole¢nost

Chemical Ionization (chemicka ionizace)
kyselina myristova

kyselina palmitova

kyselina palmitolejova

kyselina stearova

kyselina vakcenova

kyselina olejova

kyselina linolova

kyselina a-linolenova

vsechny 18ctiuhhlikové trans mastné kyseliny
kyselina arachova

kyselina eikosenova

kyselina behenova

kyselina erukova

¢islo

kyselina dokosahexaenova

Electron Ionization (elektronova ionizace)
Electron Capture Detector (detektor elektronového zachytu)
kyselina ekosapentaenova

z lat. et alii (a kolektiv)

Fatty acid (mastna kyselina)

methylestery mastnych kyselin

Flame lonization Detector (plamenové ioniza¢ni detektor)
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GC
GLC
GSC
HDL
ICR
ITD
LA
LDL
LNA
MK
MS
MUFA
napf.

PLOT

PUFA
SAFA

SCOT

str.
TCD
TOF
tzn.

tzv.

Gas Chromatpgraphy (plynova chromatografie)
plynova rozdélovaci chromatografie

plynova adsorpcni chromatografie
High-density lipoprotein

ion-cyklonova rezonance

iontova past

kyselina linolova

Low-density lipoprotein

kyselina a-linolenova

mastna kyselina

Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
nenasycena mastna kyselina s jednou dvojnou vazbou
naptiklad

Porous—layer open tubular column (kolona s vrstvou pevného
aktivniho sorbentu na vnitinim povrchu kapilary)

nenasycenda mastna kyselina s vice dvojnymi vazbami
nasycena mastna kyselina

Support — coated open column (kolona s kapalnou stacionarni fazi
zakotvenou a na povrchu pevného nosice na vnitini strané
kapilary)

strana

Thermal Conductivity Detector (tepelné vodivostni detektor)
praletovy analyzator

to znamena

takzvany
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UNFA nenasycend mastna kyselina

WCOT Wall—coated open tubular column (kolona s kapalnou stacionarni

fazi)
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Uvod

SloZeni potravinaiskych oleji, je dnes hodné diskutovanym tématem. Zjist'uje se do
jaké miry mtize mit slozeni oleji, které beze sporu kazdy ¢lovék pfijima ve své potrave,
pozitivni nebo negativni vliv na lidské zdravi.

Mastné kyseliny, jez jsou hlavni stavebni slozkou lipidi tedy i oleji, maji
nezbytnou ulohu v lidském organismu. Mastné kyseliny pfijimané v potravé jsou po
natraveni vstfebavany do lymfy, néasledné do plasmy, kde jsou k dispozici pro dalsi
vyuziti. Lidské télo si znich dokaze syntetizovat potfebné latky. T¢€lo si také samo
dokéze nékteré mastné kyseliny vytvoftit, avSak ty které si nedokdze vytvofit, musime
piijimat v potrave, napi. také v olejich. Tyto kyseliny se nazyvaji esencidlni a maji
vyznamnou ulohu pfi spravné latkové vymeéné, coz ma nasledné vliv naptiklad na
spravnou funkci pokozky, jater, ledvin atd.

Tato prace se vénuje stanoveni spektra mastnych kyselin v potravinarskych
olejich metodou plynové chromatografie s vyuzitim hmotnostni spektrometrie detekce
pro identifikaci.

Metoda plynova chromatografie je separani a soucasn¢ analytickou metodou,
umoziujici kvalitativni 1 kvantitativni analyzu plynnych vzorkid. Vyuziti dnes nachazi
plynova chromatografie v rutinni analyze uhlovodikovych smési. Vyuziva se k analyze
potravin a vody. V hygienickych stanicich mtize slouzit k ur€ovani znec¢isténi vzduchu.
V klinické biochemii a toxikologii slouzi pro déleni lipidd, steroidti, hormonti a déle pro
stanoveni a kontrolu Cistoty 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu. Pracuje na principu
rozdéleni slozek smési mezi dvé heterogenni faze - pohyblivou (mobilni) a
nepohyblivou (stacionarni). Mobilni fazi zde vzdy tvoii nosny plyn, ktery putuje
chromatografickou kolonou. Analyzovany vzorek je do nosného plynu aplikovan
nastfikovym zafizenim pfes vyhiivanou nésttikovou komoru, kde dojde k jeho odpaieni.
Poté je nosnym plynem odndsen do vyhfivané kolony. Zde dochazi k separaci
jednotlivych slozek vzorku, které pak postupné vystupuji z kolony a vstupuji do
detektoru.

Jako detektoru byl vyuzit hmotnostni spektrometr. Analyzuje vzorek pievedeny

do plynného stavu z plynového chromatografu. Ten je do hmotnostniho spektrometru
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umistén do prostoru iontového zdroje, kde je pieveden na nabité Céstice - ionty. Poté
jsou jednotlivé ionty separovany v analyzatoru podle poméru m/z, a nésledné
detekovany v detektoru. VSechny tyto déje probihaji v uzavieném prostoru, kde je
udrzovano stalé vakuum. Vysledkem metody je zdznam iontl zkoumaného vzorku, tzv.
hmotnostni spektrum. Hmotnostni spektrum neznamé latky se srovnava se spektrem
soucasn¢ analyzované standardni latky nebo z databank hmotnostnich spekter.
Hmotnostni spektrometrie patii k nejlepSim a nejmodernéjSim analytickym metodam
dneska. Obecné slouzi k strukturni analyze chemickych latek organického i
anorganického ptivodu. Vysoka citlivost umozituje urceni izotopového slozeni.

V této praci jsem provedla stanoveni spektra mastnych kyselin v potravinaiskych
olejich bézn¢ dostupnych v obchodnich fetézcich. Jednalo se o 2 druhy olivového oleje,
3 druhy fepkového oleje a 3 druhy slunecnicového oleje. Z téchto oleji jsem odebrala
celkem 72 vzorkli, u kterych jsem po jejich upravé provedla analyzu plynovou

chromatografii s vyuzitim MS-CI a MS-EI detekce pro identifikaci.
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1.Teoreticka ¢ast

1.1 LIPIDY

Lipidy jsou strukturné a funkéné velni rozmanitou skupinou pfirodnich latek rostlinného
nebo zivocisného puvodu. Jedna se o derivaty vysSich mastnych kyselin, obsahujicich
v molekule vice nez tfi atomy uhliku, alkoholi a aminoalkoholti. Z chemického
hlediska maji vétSinou lipidy hydrofobni charakter. Témét vSechny jsou nerozpustné ve

vodé a naopak rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech.!*’]

1.1.1.Struktura a druhy lipidit

Hlavni stavebni sloZkou lipidl jsou vyssi mastné kyseliny. Podle chemického slozeni se
dale lipidy d&li do ti skupin na homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy.[*!
Homolipidy, tzv. jednoduché lipidy, jsou estery mastnych kyselin a alkoholt.
Dale se mohou rozdélit podle struktury navdzaného alkoholu na:
a)Tuky jsou estery vySSich mastnych kyselin a glycerolu. V potravinaiském
prumyslu se prakticky déli, pii pokojové teploté, na tuhé tuky a kapalné oleje.
b)Vosky jsou estery vysSich mastnych kyselin a jednosytnych alkohold.
¢)Glykolipidy jsou estery vyssich mastnych kyselin, které obsahuji glykosidovou
vazbou navazané cukry.

d)Estery vyssich mastnych kyselin s glykoly, tedy dvojsytnymi alkoholy. t'*¢71

Heterolipidy, tzv. slozené lipidy, jsou estery vySSich mastnych kyselin a alkoholt,
které obsahuji dalsi vazané slozky, napt. fosfolipidy s navazanou kyselinou fosfore¢nou,
sulfamidy s navdzanou kyselinou sirovou, sulfolipidy s vdzanou sulfonovou skupinu
nebo lipamidy s amidové navazanymi mastnymi kyselinami a sfingosinem.

Komplexni lipidy obsahuji kromé homolipidi a heterolipidi jesté dalsi slozky
Casto vazané ruznymi fyzikdlnimi vazbami. Jednd se napiiklad o lipoproteiny,

proteolipidy atd. [*"*]
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1.1.2Vyznam lipidii

vvvvvv

fungovani organismu.

Lipidy tvoii zdroj energie a jeji rezervu. Neutralni lipidy, triacylglyceroly, které
tvoii hlavni podil lipidd, jsou energeticky nejvyhodnéjsi potravou. Odbouranim 1 g tuku
ziskava organismus okolo 38 KIJ, coz je vice nez dvojnasobek nez pii odbouravani
sacharidii nebo bilkovin. Potraviny pfijaté nad potfebu jsou preménény na tuky a
ukladaji se v pfisluSnych tkanich. V dobé nedostatecného pfijmu potravin jsou
zésobnim zdrojem energie. [*'"

Funkce stavebni. Latky, které obsahuji vedle velké nepolarni Casti 1 polarni
skupiny (polarni lipidy), tvofi micely, které jsou strukturnim jadrem biomembran.
Polarni lipidy jsou taktéZ daleZité pro pfenos podnétii v nervové tkani. '

Cast tukli obaluje nékteré organy a tim zastava ochrannou funkci napi. pred
mechanickym posSkozenim. Podkozni tuk také chrani organismus ptfed nadmeérnou
ztratou tepla do okoli.

Jsou soucésti nékterych hormont. Plni funkci vhodného prostiedi pro vstiebavani
vitamind rozpustnych v tucich.

Pro vyzivu &lovéka maji nejvétsi vyznam tuky a oleje. 6712
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1.2 MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny (FA — fatty acid) jsou hlavni stavebni jednotkou lipida (tukii a olejt).
Jsou to alifatické organické slouceniny obsahujici ve své molekule funkéni
karboxylovou skupinu—COOH. MK v piirodnich lipidech se od sebe lisi délkou a

charakterem uhlovodikového fetézce.!™

1.2.1 Druhy a struktura MK
Podle poctu uhlikovych atomt v fetézci se MK dé€li na niz8i mastné kyseliny s 4-10
atomy uhliku a na vyS$s$i mastné kyseliny, kde je vice nez 10 atomua uhliku a které se
v lipidech vyskytuji nejcastéji. Zpravidla jich maji v molekule sudy pocet, a to 4 - 30.
[4.8]

Podle chemické vazby mezi jednotlivymi uhliky se mastné kyseliny rozdéluji na
nasycen¢ s jednoduchymi vazbami a nenasycené s dvojnymi nebo vyjimecné trojnymi
vazbami. Podle poctu dvojnych vazeb se nenasycené mastné kyseliny déli na

. . [7.13
monoenové a polyenové. [

Nasycené MK
Nasycené mastné kyseliny (SAFA — saturated fatty acid) obsazené v lipidech maji sudy
podet atomi uhlikii vazanych jednoduchymi vazbami. Retézec je obvykle rovny a
nerozvétveny.® Tyto mastné kyseliny jsou chemicky pomémé stalé. Ke zménam ve
struktufe dochéazi az po dlouhodob¢jsim zahtivani nebo vystaveni vysokym teplotam.
Z nasycenych mastnych kyselin se nejvice v lipidech vyskytuji kyseliny stearova
(C:18:0) a palmitova (C:16:0). Niz8§i mastné kyseliny jsou obsazeny v mlécnych

tucich.! %14

Nenasycené MK

Nenasycené mastné kyseliny (UNFA — unsaturated fatty acid) obsahuji jednu nebo vice

nasobnych vazeb. Podle poc¢tu dvojnych vazeb tyto mastné kyseliny délime na
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monoenové obsahujici jednu dvojnou vazbu a polyenové obsahujici vice dvojnych

vazeb. Alkinové kyseliny s trojnou vazbou se v jedlych tucich nevyskytuji.

Monoenové mastné kyseliny (MUFA — monosaturated fatty acid) sjednou
dvojnou vazbou se lisi poctem atomt uhliku v fetézci, polohou dvojné vazby a jeji
prostorovou konfiguraci. VétSina piirodnich nenasycenych mastnych kyselin je
v konfiguraci cis. Monoenové trans-kyseliny se vyskytuji pouze v mlééném tuku
pirezvykavcu nebo v primyslové ztuzenych (hydrogenovanych tucich). Monoenové
mastné kyseliny jsou nejcastéji v pfirodnich lipidech zastoupeny kyselinou olejovou

(cis-9-oktadecenova) a palmitolejova (cis-9-hexadecenova).l'=01!

Polyenové mastné kyseliny (PUFA — polyunsaturated fatty acid) maji dvé nebo
vice dvojnych vazeb nejCastéji v izolované poloze odd€lené jednou nebo dvéma
methylovymi skupinami. Mastné kyseliny s polyenovymy konjugovanymi vazbami se
vyskytuji v jedlych tucich jen stopove.*”

Zde maji pro Clovéka nejvétsi vyznam tzv. esencialni mastné kyseliny. Tyto
kyseliny si ¢lovék sdm nedovede nasyntetizovat a musi je pfijimat v potrave.
Nenasycené esencidlni mastné kyseliny jsou rozdélené¢ do tii fad: n-3, n-6 a n-9.
Cislovka oznaduje pofadi prvni dvojné vazby poéitané od methylového konce molekuly.
Dilezita je také poloha dvojné vazby cis a trans, kterad v jinak na pocet uhlikl stejné

kyseling miize zptsobovat naprosto rozdilné vlastnosti.!'*!

Polyenové mastné kyseliny jsou svymi vlastnostmi podobné kyselinAm monoenovym.
Jsou vsak vice nachylné k oxidaci na vzduchu a proto je Ize udrzet v ptivodnim stavu
jen obtizng."”!

Rozdil v nasycenosti mastnych kyselin ovliviluje vlastnosti tukii a olejid. Tuky
s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin maji vyssi teplotu tani a tim 1 vetsi
stabilitu. Tuky s nenasycenymi mastnymi kyselinami maji naopak nizsi stabilitu a nizsi
teplotu tani, coZ je ovlivnéno blizkosti dvojné vazby ke karboxylové skuping. ™ Diky

tomuto jsou pro Cloveka nasycené mastné kyseliny hlie stravitelné nez kyseliny
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nenasycené s vyjimkou, kdy je dvojna vazba v neobvyklé poloze, jako u nékterych trans
kyselin. AvSak jsou-li nasycené mastné kyseliny konzumovany ve stravé spolecné

s nenasycenymi MK je jejich stravitelnost podstatné lepsi. [

1.2.2 Zdravotni vyznam MK pro Elovéka

MK clovék pfijimd v potravé vétSinou vdzané v neutrdlnich lipidech
(triacylglycerolech) nebo fosfolipidech. Po natraveni jsou volné MK vstfebany do micel
za ucasti soli zluCovych kyselin. Po vstiebani do lymfy a nésledné do plasmy jsou MK
v organizmu k dispozici pro dalsi vyuziti. Lidsky organismus je také schopen MK
syntetizovat z acetylkoenzymu A postupnym prodluzovanim fetézce o dvouuhlikaté
zbytky. Nékteré MK si vSak organismus sdm nesyntetizovat nedovede a musi je pfijimat
potravou. Tyto MK se nazyvaji esencialni a jsou dilezit¢ pro spravnou latkovou

vymeénu, coz ma nasledné vliv napiiklad na spravnou funkci pokozky, jater, ledvin atd.
(7]

vvvvvv

a kyselina a-linolenova (LNA). Kyselina linolova je PUFA z fady n-6 vyskytujici se
nejcastéji v oleji sluneCnicovém nebo sojovém oleji. Kyselina a-linolenova je PUFA
z fady n-3. Lidsky organismus je schopny z téchto kyselin, pomoci enzymu desaturaz a
elongdz, vytvofit metabolity z obou fad.

Nenasycené mastné kyseliny jsou rozdélené do tif fad: n-3, n-6 a n-9. Cislovka
oznacuje potadi prvni dvojné vazby pocitané od methylového konce molekuly. Dulezita
je také poloha dvojné vazby cis a trans, kterd v jinak na pocet uhlikl stejné kyseliné
muze zpusobovat naprosto rozdilné vlastnosti.

Z fyziologického hlediska je nejdilezitéjSim metabolitem LA kyselina
arachidonova  (C20:4n-6). Vyznamnymi metabolity nLNA jsou kyselina
eikosapentaenova (EPA, C 20:5n-3) a kyselina dokosahexaenova (DHA, C 22:6n-3).
Dulezitymi metabolity obou fad jsou eiksanoidy s vyznamnymi fyziologickymi
funkcemi. Mohou tvofit napt. leukotrieny syntetizované v cévnich vystelkach nebo

prostaglandiny vznikajici v krevnich destickach a trombotaxany tvofené v leukocytech.

Tyto druhy eikosanoidli maji vasoaktivni u¢inky. Mohou ptisobit smrStovani cév
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(vasokonstrikce) nebo na jejich uvoliiovani (vasodilataci). Dale mohou mit vliv na

shlukovani krevnich desticek.

Z tohoto vyplyva, ze PUFA mohou putsobit na funkci a stav cév coz se mlze projevit
aterogenezi. V tomto disledku maji vliv na vznik srde¢né-cévnich onemocnéni. Je zde
vSak rozdil mezi eikosanoidy z fady PUFAn-6 a PUFAn-3.

Metabolity PUFAn-6 tady piisobi vasokonstrikéné, prozanétlivé a zptisobuji
shlukovani trombocyta. Piijiméani téchto PUFAn-6 ve stravé ve vétsi mife zvysuje tyto
proti agregaci trombocytti. PUFAn-3 tedy spiSe snizuji riziko vzniku srde¢né-cévnich
onemocnéni ale 1 rakoviny.

Fyziologické ucinky mastnych kyselin jsou sledovany ve vztahu k sérovému
cholesterolu. Je prokazano, Ze jeho hladinu zvySuji predev§im nasycené mastné
kyseliny a to kyseliny laurova (C 12:0), myristova (C 14:0) a palmitova (C 16:0).
MUFA a PUFA maji naopak pozitivni u¢inek. Hladinu sérového cholesterolu navic
nepfiznivé zvysSuji 1 trans nenasycené mastné kyseliny, které maji v této souvislosti
podobné ucinky jako nasycené mastné kyseliny. Mohou zvySovat hladiny LDL-
cholesterolu a snizovat hladinu HDL-cholesterolu. Celkové zvySuji hladiny
triacylglycerolti. Tyto uvedené faktory pfispivaji k vzniku srde¢né-cévnich chorob a
navic se spekuluje o mozném karcinogennim ucinku trans nenasycenych mastnych

kyselin. Toto tvrzeni v§ak nebylo jednozna¢né€ potvrzeno.

Kvantitativné jsou pro vyzivu ¢lovéka v potravinach nejdulezitéjsi tyto kyseliny: SFA
kyselina palmitova (C16:0), MUFA kyselina olejova (C8:1) a PUFA kyselina linolova
(C18:2 n-6) a kyselina a-linolenova (C18:3n-6).

Nenasycené mastné kyseliny jsou z pohledu vyzivy ¢lovéka vnimény pfiznive. Za
zdravi prospés$ny je povazovan vysoky piijem kyseliny olejové napt. z olivového oleje.
Trans nenasycené mastné kyseliny jsou, jak uz bylo vyse popsano, pro zdravi ¢lovéka
nebezpecné. V potravé je lidé pfijimaji pfevazné z margarinl. Ztuzovanim pfii jejich

vyrobé z rostlinnych oleji dochédzi k nezadoucim zménam v cis a trans konfiguraci
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dvojnych vazeb. V dnesni dobé se o nepiiznivych Gc€incich hydrogenovanych tuka vi a

snazime se omezit jejich vyrobu a ptijem v potravé.”’
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1.3 ROSTLINNE OLEJE

Rostlinné oleje spadaji do skupiny homolipidii, nebo-li jednoduchych lipida.
Homolipidy jsou estery vyssich mastnych kyselin a glycerolu (3-hydroxy-propanol).
Glycerol miiZze byt substituovan jednim az tfemi mastnymi kyselinami. Vznikaji tak
monoacylglyceroly, diacylglyceroly nebo triacylglyceroly. Pravé triacylglyceroly (diive
nazyvané jako triglyceridy) jsou nejcastéjsi zakladni sloZzkou ptirodnich tukti a olejti.
Obecné se olejniny a oleje rozdéluji do skupin podle prevazného zastoupeni hlavnich
MK na:
e Rostliny s vysokym obsahem kyseliny laurové — kokosovy olej, olej z palmy
olejné
e Rostliny s vysokym obsahem kyseliny olejové a linolové — olivovy olej,
slune¢nicovy olej, bavinikovy olej, olej z podzemnice olejné

e Rostliny s obsahem kyseliny linoleové — fepkovy olej, Inény olej, sojovy olej*™”

1.3.1 Repkovy olej
Radi se do skupiny oleji s velkym obsahem kyseliny linoleové. Repkovy olej v CR

vvvvvv

Napus L.), kterd obsahuji okolo 42% fepkového oleje. Repkovy olej obsahuje okolo
58% kyseliny olejové, 20% kyseliny linolové a 8-12% kyseliny linolenové. ['-1¢17:1¥]
Klasicka odriida fepky obsahovala velké mnozZstvi kyseliny erukové, az 55%. Tato
kyselina miize ve velkych davkach pusobit na lidsky organismus toxicky. Proto byla
vySlechténa odrtida, tzv. bezerukova fepka olejnd, ve které se podafilo snizit obsah

kyseliny erukové pod 1%. Olej z takto upravené odriidy je nazyvan canola.l”"”!

Tabulka €.1 : Zastoupeni a % obsah MK v fepkovém oleji (kanola) ]

Mastna kvselina %
Laurova 0.0
Kristova 0,0-0.2
Palmitova 33-6.0
Palmitoolejova 0.1-0.6
Stearova 1.,1-2.,5
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olejova 52.0—-66.9
Linolova 16,1 —24.8
Linolenova 6.4—-14.1
Arachova 0.2-0.8
Eikosanova 0,0-0.1
Eikosadienova 0,0-0.1
Bednova 0.1 -0.,5
Dokosenova 0.0-4,7
Dokosadienova 0.0-0.1
Lignocerova 0.0-0,2
tetrakosenova 0,1-04

1.3.2 Slunecnicovy olej
Je fazen do skupiny se zvySenym obsahem kyseliny linolové a olejové. Olej se ziskava
ze semen slunecnice (Helianthus annus). Obsah tuku v jadie je 63%, v semeni az
43%.1

Rozlisuji se dva druhy slunecnic, a to slunecnice standardni a tzv. high oleic
slunecnice (slunecnice s vysokym obsahem kyseliny olejové). Standardni slune¢nice
poskytuje olej s nejvétsim podilem kyseliny linolové (az 70%) a kyseliny olejové (15 —
40%), 16171
High oleic slunec¢nice dava olej s obsahem kyseliny olejové az 80% a kyseliny linolové
jen okolo 10%. Slune¢nicovy olej patfi mezi nejdilezitéjsi oleje ve vyzivé diky

vysokému obsahu esencialni kyseliny.

Tabulka &.2 : Zastoupeni a % obsah MK ve slune¢nicovém oleji (high oleic) !

Mastna kyselina %
myristova 0,0
palmitova 3,0-5,0
palmitoolejova <0,2
stearova 3,0-5,0
olejova 70,0 — 87,0
linolova 3,0-20,0
linolenova 0,0
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1.3.3 Olivovy olej
Olivovy olej je ziskdvan z plodi olivovniku (Olea europea) lisovanim nebo jinymi
mechanickymi postupy. DuZina plodu obsahuje 40-60% oleje. Hlavni podil tvoii
kyselina olejova (az 80%) a kyselina linolova (az 20%). Daéle je v olivovém oleji
obsazeno zhruba 10-18% nasycenych mastnych kyselin, tvofenych predevSim
kyselinou palmitovou a stearovou.!'’"'*%!
Podle zptisobu zpracovani se olivové oleje déleny na panenské, rafinované, oleje
z pokrutin a smési téchto druh.
Panenské olivové oleje jsou mechanicky lisované za studena (50°C).
e Extra panensky olej (Extra virgin) je olej ziskany pouze mechanickymi postupy za
mirného tlaku. Obsah volnych kyselin je méné nez 0,8 gna 100 g.
e Panensky olej (Virgin) je ziskavan pouze mechanickymi postupy a obsah volnych
kyselin je méné nez 2,0 g na 100 g.
e Obycejny panensky olej ma obsah volnych kyselin do 3,3 g na 100 g. "

V posledni dobé¢ je povazovan za zdravéjsi nez ostatni oleje, protoze obsahuje znacné
mnozstvi antioxidantd. Obliba také vzrista u panenskych olivovych oleji.

Rafinované olivové oleje jsou ziskany rafinaci panenského oleje. Jsou lisovany za
vysokého tlaku a teplot. Poté jsou chemicky upraveny. Obsah volnych kyselin neni vic
nez 0,5 gna 100 g.

Oleje z pokrutin jsou ziskany z olivovych vyliskli pouzitim riiznych rozpoustédel

nebo jinych fyzikalnich metod. Obsah volnych kyselin v téchto olejich je do 1 g n al0
g [192324]

Tabulka &. 3: Zastoupeni a % obsah MK v olivovém oleji'"!

Mastna kvselina %
myristova 0,0-0.1
palmitova 7.5 -20.0
palmitoolejova 03-3.5
stearova 0,5-5.0
olejova 55.0 — 83,1
linolova 3.5-21.0
linolenova 0,0-1.5
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arachova 0,0-0.8
eikosenova 0.0

behenova 0,0-0.2
lignocerova 0,0-1.0

Zastoupeni a % obsah MK v olivovém oleji!"!

Ptehled o obsahu nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych

kyselin v olivovém, fepkovém a slune¢nicovém oleji je uveden v nasledujici tabulce ¢.4.

Tabulka &.4: Obsah mastnych kyselin v olejich !

Druh oleje Mastné kyseliny (% ze sumy veSkerych MK)
SAFA MUFA PUFA Poznamka
Olivovy olej 8-25 55-85 4-20
Slunecnicovy 15 15-40 40 -70 Kyselina
olej linolova (LA)
Repkovy olej 5-10 50-75 20 -40 LA ikyselina
a-linolenova
(LNA)

1.3.4 Vyroba a ziskdvaini oleji

Ziskavani tukti a oleji se lisi podle pivodu suroviny, podle toho jestli se jedna o
produkty ZivociSné nebo rostlinné. V primyslu se jedlé rostlinné oleje ziskavaji ze
semen olejnin. Avsak tuk je obsazen i v oplodi (perikarpu).

Tuk zolejnin se ziskdva lisovanim pod vysokym tlakem nebo extrakci
rozpoustédly, a to nejCastéji hexanem. V praxi se kombinuji oba tyto zptisoby. Nejprve
se semena rozdrti, poté se odvlh¢i a zdhifevem se rozpusti ptitomné lipoproteiny. Pak se
vlocky ptipravené ze semen lisuji, nejcastéji v kontinudlnich snekovych lisech. Vznikly
Srot mé& obsah tuku 15 — 20% a extrahuje se v kontinudlné pracujicich extraktorech.
Zbyly extrahovany Srot mé obsah tuku 2 — 3% s vysokym podilem heterolpidii.

Extrakci se ziska roztok, ktery obsahuje 20-30% v hexanu, tzv. miscela, ze které se

rozpoustddlo oddestiluje a zbytky se odstrani destilaci vodni parou. ']
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Ziskavani panenskych olejii
Panenské oleje se ziskavaji pouze lisovanim bez ptedchoziho zédhievu. Panensky olej se
jen pfiefiltruje a nerafinuje. Tento zplisob je nejvyznamnégjsi pii vyrobé panenského

olivového oleje.

Rafinace rostlinnych olejit
Oleje ze semen ziskané lisovanim a extrakci maji nepfijemné organoleptické vlastnosti.
Stale obsahuji zna¢né mnozstvi netukovych slozek a necistot. Proto se ndsledné rafinuji
(Gisti), aby byly pro spotiebitele ptijatelngjsi. !
Rafinace ma tento postup:

e QOdslizeni (hydrataci)

e Odkyseleni (neutralizaci)
e Beéleni

e Dezodorace

Surovy olej se nejdiive zbavi tuhych podild, bud’ filtraci nebo odstiedénim. Bilkoviny,
sacharidy, rostlinné slizy, produkty oxidace MK a heterolipidy jsou odstranény
odslizenim. Toto spociva v zdhievu surového oleje s vodou nebo s roztoky kyselin a
nasledném oddéleni srazeniny.

Poté se olej zbavi volnych MK alkalickou rafinaci, coz je neutralizace
hydroxidem nebo uhli¢itanem sodnym.

Pti béleni bélici hlinkou nebo jinym absorbentem se odstrani barviva (chlorofyly,
karotenoidy) a zbytky mydel vzniklych béhem odkyseleni.

Tekavé latky, které jsou hlavnim zdrojem nepiijemné chuti, se odstrani destilaci
s vodni parou za snizeného tlaku. Timto zpisobem ziskame olej senzoricky neutralni.

U tzv. fyzikélni rafinace se vynecha alkalicka rafinace a voln¢ MK se oddé¢li az
pii dezodoraci. Pfi rafinaci se Castecné oddé€li z oleje vétSina doprovodnych latek a
vznikly rafinovany olej je téméf Cista smés triacylglycerolll pouze s malym mnozstvim

estert glycerolu a né¢kterych nezddoucich latek (tokoferolt a fytosterolit).
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Rafinaci se vyzivova hodnota oleje v podstaté nezméni. Dochdzi vSak k rozlozeni

oxidacnich produkti mastnych kyselin a isomeraci polyenovych kyselin pfi zahtivani.
(1]
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1.4 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

1.4.1 Definice a princip plynové chromatografie
Plynova chromatografie (GC — GAS CHROMATOGRAPHY) je separacni a soucasne
analytickou metodou, umoziujici kvalitativni 1 kvantitativni analyzu plynnych vzork,
nebo také vzorki kapalnych a tuhych, které lze pred separaci prevést na pary.*®!

Principem této metody je rozdé€leni slozek smési mezi dvé heterogenni faze -

pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). Mobilni fazi zde vzdy tvoii nosny
plyn a nepohyblivou bud’ tuhy absorbent (adsorpéni plynova chromatografie), nebo
kapalina — =zakotvend faze nanesend na pevném nosi¢i (rozdélovaci plynova
chromatografie). 2"
Mobilni faze (nosny plyn) putuje kolonou naplnénou sorbentem. Analyzovany vzorek je
do nosného plynu aplikovdn nastfikovym zafizenim pifes vyhfivanou néstfikovou
komoru, kde dojde k jeho odpafeni. Poté je nosnym plynem odndsen do vyhiivané
kolony. Zde dochéazi k separaci jednotlivych slozek vzorku, které pak postupné
vystupuji z kolony a vstupuji do detektoru. Vysledkem chromatografické separace je
eluéni kiivka (pik), ktery vyjadiuje zavislost odezvy detektoru na ¢ase nebo objemu
proteklé mobilni faze. **!

Vyuziti jiz nachazi plynova chromatografie v rutinni analyze uhlovodikovych
smési. Pouzivda se kanalyze potravin a vody. V hygienickych stanicich slouzi
k ur€ovani zneciSténi vzduchu. V klinické biochemii a toxikologii slouzi pro déleni
lipidi, steroidi, hormonli a dale pro stanoveni a kontrolu Ccistoty 1é¢iv ve
farmaceutickém primyslu. Dulezitou ulohu ma v analyze ropnych produkti a pfi
posuzovani jejich kvality.l?**!

Metody plynové chromatografie jsou velmi citlivé a rychlé. Dalsi vyhodou je, Ze
stati nepatrné mnoZstvi analyzovanych vzorki.?”) Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci
naklady nebo vysoka cena nosného plynu jako je tomu v pripad¢ helia.

V praxi se Casto také vyuziva G¢inné separa¢ni metody plynové chromatografie s velmi

citlivou detekci hmotnostnim spektrometrem. [28]
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1.4.2 Pristrojové vybaveni
Déleni probiha v pfistroji zvaném plynovy chromatogram. Ten je vylu¢né vzdy slozen
z téchto Casti:
e zdroj a regulace proudu nosného plynu
e davkovaci systém (injektor)
e chromatograficka kolona — chromatografické déleni, separace vzorku

o detektor — pfeména mnozstvi na signal (citlivost a selektivita)

termostaty pro injektor, kolonu a detektor

vyhodnocovaci zafizeni (zapisovac, pocitac) elektronické zpracovani, prepocet

signalu na mnozstvi.[**

Nosny plyn
Nosny plyn plni funkci mobilni faze, kterda unaSi analyzovany vzorek pfes
chromatografickou kolonu do detektoru. Nosny plyn by mél mit vlastnosti idedlniho
plynu. Musi byt inertni k absorbentu, zakotvené fazi i k nosi¢i a chromatografickym
slozkam. Musi byt zbaven vody, kysliku a jinych necistot. Musi byt udrZzovéan
konstantni pratok plynu. Ten je zajiStén pomoci systému jehlovych ventil, stabilizatora
tlaku a pratokomeérti. Zdrojem nosného plynu byvaji tlakové lahve. Nejcastéji jsou
plnény vodikem, dusikem, heliem nebo argonem. Vybér nosného plynu se prizptsobuje
detekénimu zafizeni, kolon¢ ale také jeho toxicit¢ nebo pofizovaci cené. Vyhodou
dusiku je levnost, jednoduché cCisténi, bezpecna manipulace s nim a vyssi molekulova
hmotnost. Nevyhodou je vSak mala tepelnd vodivost. U vodiku se vyuziva dobré tepelné
vodivosti, malé viskozity a levnosti. Hrozbou je jeho hoflavost a vybusnost pii kontaktu

se vzduchem. Jako nejlepsi se jevi helium, které spojuje vyhody dusiku i vodiku. #7-"

Davkovani vzorku
Davkovani je u dneSnich chromatogramti provadéno automaticky. Umist'uje se tésné u
vstupu do kolony nebo pfimo na kolonu. Aby se vyuzilo vysoké separacni ti¢innosti

kolony, davkuje se co nejmensi mnozstvi vzorku. To je regulovano tzv. splitem.
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Vzorek je do chromatogramu vpraven nastfikovym zafizenim (injektorem), zvolenym
podle skupenstvi analyzované latky. Kapaliny se davkuji ptfedevSim injekénimi
sttikaCkami propichnutim silikonového tésnéni (septa) uzavirajiciho vnitini prostor
davkovace. Plyny je mozno déavkovat davkovacimi kohouty nebo mikrostiikackou.
Tuh¢ latky se nejcastéji davkuji mikrostitkackou po rozpuSténi v t€kavych
rozpousStédlech. Aby nedoslo ke kondenzaci vzorku, musi byt teplota davkovace

alesponi 0 50°C vy3si neZ bod varu nejméné tékavé latky ve vzorku. !

Chromatografické kolony
Zakladnim prvkem chromatografickych pfistroji jsou délici kolony a jejich vhodné
zvolena napln. Podle stacionarni faze se plynova chromatografie d€li na:

e Plynovou adsorpéni chromatografii (GSC), plyn — pevnd latka, kde probiha
adsorpce slozek z plynné faze na povrch absorbentu.

e Plynovou rozd¢lovaci chromatografii (GLC), plyn - kapalina, kde probih4 déleni
mezi plynnou fazi a stacionarni kapalnou fazi. Tato metoda ma vétSi a
vyznamngj$i uplatnéni nez GSC.

Podle konstrukce se rozlisuji tyto dva typy kolon:

e Napliové

e Kapilarni

Pro konstrukci kolon se vyuziva trubic z rtizného materialu, napt. skla nebo nerezavéjici
oceli. Kolony jsou termostatem vyhtivany na uréitou teplotu.

Kapalina jako stacionarni faze musi splilovat urcité¢ parametry. Nesmi reagovat
s analyzovanou latkou. Musi byt teplotné i chemicky stald. Musi mit nizkou tékavost pfi

pracovni teploté. Rozpustnost slozek vzorku v ni musi byt rtizna.

Napliové kolony jsou trubice nejcastéji vyrobené ze skla, oceli, médi nebo niklu.
Primér téchto kolon je obvykle 2-5 mm a délka je 2-6 m. Néplni je bud’ absorbent
(GSC) nebo nosi¢ pokryty kapalnou stacionarni fazi (GLC).*'** Jako neaktivni nosice

pro zakotvenou fazi se pouziva nejbéznéji kiemelina. Céstice absorbentl a neaktivnich
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nosict maji prumér od 0,13 az po0,40 mm. Jako zakotvena faze se pouziva neté¢kavych
inertnich kapalin, které se zakotvuji na povrch nosi¢e v mnozstvi zhruba 5 — 25 hm%
pouzitého nosice. Dnes jsou na vybér stovky stacionarnich fazi. Napft. stacionarni faze

na bazi siloxant a polyethylenglykold, estery, uhlovodiky, silikony.

Kapilarni kolony jsou kapilary o vnitinim pruméru 0,1-0,75 mm, o délce desitek
az stovek metra a tloust'’ce stacionarni faze 0,1-7um. Funkci nosice zde zastavaji stény
kapilary, které jsou pokryty kapalnou staciondrni fazi. Pro vyrobu téchto kolon se

nejcastéji vyuziva taveného kiemene, ktery chrani pfed povrchovym poskozenim.

Z hlediska charakteru stacionarni faze nanesené na vnitini starané kapilary se
rozliSuji tyto typy kolon:
e WCOT (wall — coated open tubular column) s kapalnou stacionarni fazi.
e SCOT (support — coated open column) s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou a
na povrchu pevného nosice na vnitini strané kapilary.
e PLOT (porous — layer open tubular column) s vrstvou pevného aktivniho sorbentu

na vnitfnim povrchu kapilary.?**!

Pro analytické ucely jsou kapilarni kolony mnohem u¢innéjsi nez kolony néapliiové. Jsou

vSak omezeny davkovanim malého mnozstvi vzorku v fadech 10 g 27314

Detektory
Detektorem je zafizeni, které je schopno pievést vysledky déleni z chromatografické
kolony do registrované formy. Detektor je schopen svym signdlem reagovat na
analyzovanou latku 1 ve velkém ziedéni. K tomu se vyuziva fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti, které nosny plyn s chromatografovanym vzorkem ma.

Detektor je fazen za vystupem z kolony. Jeho teplota musi byt opét vyssi nez
teplota kolony aby nedoSlo ke kondenzaci nosného plynu. Idealni detektor musi mit
velkou citlivost k analyzované latce v nosném plynu a mél by okamzité¢ reagovat na

zmény v nosném plynu. !
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Diive se podle zplsobu ¢innosti rozeznavaly detektory integralni a diferencialni.
Integralni detektory reaguji na celkové mnozstvi analyzované latky od zacatku méteni
az do jeho ukonceni a poskytuje zdznam ve tvaru stupiiovité kiivky.

Dnes se pouzivaji vyhradné detektory diferencidlni, které maji okamzitou odezvu
na sledovanou slozku pravé prochazejici detektorem. Udaje z téchto detektorti jsou

v chromatogramu zaznamenany ve formé pika podobnych Gaussové kiivce.

U plynové chromatografie se vyuziva téchto detektort:
e tepelné vodivostni detektor (TCD — Thermal Conductivity Detector)
e plamenové ionizacni detektor (FID — Flame Ionization Detector)
e detektor elektronového zachytu (ECD — Electron Capture Detector)

e hmotnostni spektrometr (MS)

Pro analyzu methylesterii mastnych kyselin (FAMEs) je nejvhodnéjsim detektorem
FID, ktery ma kvantitativné stejnou odezvu na vétsinu FAMEs, a MS, ktery je vhodny

pro piesnou kvalitativni identifikaci pfislusSnych FAMEs.

FID je tvofeny malym hotédkem, ve kterém je spalovana smés vodiku a vzduchu a
do n¢hoz je zaveden i vystup z chromatografické kolony. Proti Gsti hofdku je umisténa
kovova elektroda, na niz je vloZeno napéti asi 300 V. pokud do plamene ptichazi jenom
nosny plyn tak je mnozstvi nabitych Castic, které vzniknou pifi hofeni, zanedbatelné.
Jestlize je v plameni spalena latka vystupujici z chromatografické kolony, pocet iontti a
elektronti v prostoru detektoru vzroste. Vzroste také elektrickd vodivost prostiedi a
zvysi se hodnota prochdzejiciho proudu. Velikost vysledného signdlu zavisi na typu a
koncentraci detegované latky. *3°]

FID ma dobrou odezvu na vSechny organické latky a odezva tmeérnd poctu

uhlikovych atomu v molekule.
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Termostat
Rychlost pohybu délenych slozek v koloné je zéavisla na teploté. K dosazeni
pfiméfenych reten¢nich ¢ast se musi kolna zahtivat na urcitou teplotu. Rozsah dneSnich
termostatii je pFiblizné v rozmezi -70°C az 450°C. Pro konstantni pribéh analyzy musi
byt teplota udrZovana spfesnosti + 0,1°C. Teplota kolony miiZe byt zvySovana
kontinualné¢ nebo skokové. Pii zvySeni teploty dochazi ke zvySeni tlaku pak a tim

k sniZeni retenéniho ¢asu.*!2%37
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1.5 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE S DETEKCI HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII (GC — MS)

Pro identifikaci a stanoveni jednotlivych slozek ze vzorku analyzovaného
v plynovém chromatografu lze pouzit hmotnostni spektrometrii (MS - mass

spectrometry).

1.5.1Definice MS a princip GC-MS
Hmotnostni spektrometr je umistén na konci chromatografick¢é kolony a ma funkci
detektoru, ktery snima hmotnostni spektrum analyzované latky, anebo méfi hmotnost
atomt nebo molekul v ionizovaném stavu.

Vzorek je plynovou chromatografii rozdélen na dvé slozky. Rozd¢€lené ¢isté latky
poté vstupuji do hmotnostniho spektrometru.
V iontovém zdroji se molekuly dostavaji do ionizovaného stavu. Vznikaji pozitivné
nabité¢ ionty, které se v elektrickém a magnetickém poli hmotnostniho analyzéatoru
vychyluji ze své drahy v zavislosti na své hmotnosti (m) a elektrickém naboji (z). Cim
vetsi je molekulovd hmotnost ionizované molekuly, tim vice se v magnetickém poli
vychyluje jeji draha a ¢im vétsi nese elektricky ndboj, tim rychleji leti. Nasledné jsou
detekovany v detektoru. VSechny tyto d&je probihaji v uzavieném prostoru, kde je
udrzovano stalé vakuum 10~ Pa az 10 Pa

Uvedenou technikou ziskame hmotnostni spektra. Hmotnostni spektrum neznamé
latky, kterou bychom chtéli identifikovat srovname se spektrem soucasn¢ analyzované
standardni latky nebo se spektrem z databank hmotnostnich spekter.
. Kvantitativni 1 kvalitativni vyhodnoceni slozitych hmotnostnich spekter se provadi

pomoci vypo&etni techniky, kterou jsou moderni p¥istroje vybaveny.*”
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Vyuziti nachazi spojeni téchto dvou metod v potravinarském, kosmetickém a

farmaceutickém prtimyslu, toxikologii a ekologii.[4°’41’42]

1.5.2 Pristrojové vybaveni
Hmotnostni spektrometry jsou sloZzeny z téchto hlavnich ¢asti:
e iontovy zdroj - slouzi k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu
e analyzator — slouZi k separaci jednotlivych iontti na zéklad¢ jejichm a z
e detektor - zaznamenava vyvolané nebo aktudlni prichody ionti nebo jejich
dopady a nasledné¢ poskytuje signdl tmérny jejich poctu pocitacova
jednotkal**"!
Dalsi diilezité ¢asti pfistroje jsou vakuovy systém, zafizeni pro zavadéni vzorkl (sonda),
iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontl, pocCita¢ na ovladani a ladéni

pristroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, porovnani spekter s knihovnou. **

Zpiisoby ionizace
Zakladni podminkou vzniku hmotnostnich spekter je vznik iontl analyzované latky.
K této ionizaci mize dojit riznymi zpusoby. Pro organickou analyzu uhlikatych vzorkt
(tedy 1 mastnych kyselin) je nejéastéji pouzivana elektronova ionizace (EI) a chemicka
ionizace (CI). loniza¢ni zdroje obvykle pracuji s 70 eV, coz je dostateCnd energie

k ionizaci jakékoliv organické latky. ***]

Elektronova ionizace nebo-li EI (Electron Ionization) je nejstar$i a nejpouzivanéjsi
metodou ionizace. Vzorek prevedeny do plynné faze je ionizovan proudem elektrond,
kter¢ jsou =ziskdvany z elektricky rozzhaveného kovového vldkna, nejCastéji

wolframového, rheniového nebo platinového.>™

Analyzovana latka interaguje
s proudem urychlenych elektronii za vzniku radikéalkationtu. Proud elektronl je
smérovan prostorem iontového zdroje smérem k anod¢. Vznikajici ionty jsou z prostoru
iontového zdroje vytlacovany elektrickym polem pomocné elektrody (repeleru). Toto je

tzv. tvrda ionizacni technika. lonizace zptsobend narazem elektronii o vysoké energii,
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zpusobuje fragmentaci molekul analytu. To ma za nasledek potlaceni tvorby
molekulového iontu, ktery je dulezity pro zjisténi molekulové hmotnosti analyzované
latky. P4*]

Chemicka ionizace nebo-li CI (Chemical Ionization) je mé&kka ionizacni technika
z plynné faze. Dochazi zde k nepiimé ionizaci molekuly reakci s ionty reakéniho plynu.
Reakénimi plyny mohou byt napt. methan, amoniak, isobutan nebo méné casté plyny
jako propan, dusik nebo nékteré vzacné plyny (Ar, He). Jelikoz je ho pii ionizaci
mnohokrat vice nez sledované latky tak dochézi k tomu, ze je ionizovan prednostné.
Vznikaji ionty, které jsou v piebytku a reaguji s molekulami vzorku. Vznika
kvazimolekularni iont (kladny nebo zéporny). Je stabilnéjsi nez ionty vzniklé pomoci EI
a také nedochazi k jeho fragmentaci.>*# 44!

Chemicka ionizace acetonitrilem

Bézné metody nejsou schopny detegovat dvojné vazby v nenasycenych methylesterech
MK. Proto byla vneddvné dobé vyvinuta metoda chemické ionizace acetonitrilem
(CH3CN). Acetonitril reaguje viontové molekulové reakci za vzniku aktivniho
reakéniho iontu o m/z 54 (M+54)", ktery dale reaguje s dvojnymi vazbami analytu.
Naslednym rozpadem primdrnich iontli vzniknou charakteristickd hmotnostni spektra
pro nasycené FAMEs MH' a pro nenasycené (MH — 32)" a (MH — 32 - 18)".
Charakteristickd spektra pro kyselinu palmitolejovou a erukovou jsou uvedeny

v nasledujici tabulce &.5 1.

Tabulka €. 5: Tabulka m/z iontd vzniklych pfi CI acetonitrilem

MK VZNIKLE IONTY A JEJICH m/z
(MH - 32-18)+ | (MH —32)+ MH+ (M+54)+
Kyselina 219 237 269 322
palmitolejova
(C16:1)
Kyselina 303 321 359 406
erukova
(C22:1)
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Hmotnostni analyzdtory
Hmotnostni analyzatory umoziuji separaci ionti podle poméru jejich m/z. Jsou
umistény mezi iontovym zdrojem a detektorem. Jednotlivé analyzatory vyuzivaji
elektrickych a magnetickych sil k urychlovani a usmérilovani ionta.

RozliSujeme n€kolik druhii hmotnostnich analyzatort: kvadrupolovy analyzator,
pruletovy analyzator (TOF), ion-cyklonova rezonance (ICR), nebo iontovou past (ITD).
Pro stanoveni MK byl vyuzit kvadrupolovy analyzator s iontovou pasti. Kvadrupolovy
filtr je slozen ze Ctyt ty¢i hyperbolického nebo kruhového prifezu, které jsou ptipojeny
ke zdrojum stejnosmérného a stiidavého napéti. lonty, které vlétnou do prostoru mezi
tyCe, se dostanou do stiidavého elektrického pole, kde za¢nou oscilovat. Kvadrupolovy
filtr je nastaven na urcitou hodnotu m/z. Zménou vkladanych napéti je mozné nechat
projit filtrem postupné ionty v celém rozsahu m/z.

Iontovéa past umoznuje u¢inkem elektrického pole uzaviit ionty v ohrani¢eném
prostoru. Ty jsou nuceny se uvnitf pohybovat po uzavienych kruhovych drahach.
S rostoucim napétim se ionty srostoucim m/z dostdvaji na nestabilni trajektorie a

opoustéji prostor iontové pasti smérem do detektoru, +**

Detektory
Detektory jsou fazeny za vystupem z hmotnostnich analyzéator. lonty namifené na
detektor poskytuji signal imérny jejich dopadajicimu poctu. Jsou detekovany pomoci
elektrického proudu, vznikajictho piimym dopadem téchto iontd anebo pomoci
elektronového nasobice pracujiciho na principu sekundarni emise elektront, kde
dochazi k zesilovani primarniho signalu. Vysledkem je zaznam iontl v zavislosti na

poméru jejich m/z zaznamenanych do tzv. hmotnostniho spektra, *>*
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1.6 PRIPRAVA VZORKU PRED ZAVEDENIM DO GC

Pted analyzou mastnych kyselin plynovou chromatografii musi byt MK obsazené
v olejich pfevedeny na te¢kavé a stabilni nizkomolekularni nepolarni derivaty. Nejcastéji
na methylestery mastnych kyselin (FAMEs). Ziskani nepolarnich derivatl metylestert
se da dosahnout raznymi kroky napft. esterifikaci, hydrolyzou, extrakci apod. Jedna se o
postupy, kdy jsou odstranény jiné polarni funk¢ni skupiny nebo aktivni vodikové
atomy, které by mohly zabranit spravné identifikaci. A naopak n¢kdy mohou byt do
analyzované latky zavedeny funkcni skupiny, které by mohly napomoct v detekci.
V této zavislosti se poté voli vhodna metoda a rozpoustédlo.

K derivatizaci lipidii a extrakci metylesterti mastnych kyselin se nejcastéji pouziva

kysele a bazicky katalyzovana esterifikace. [*°!

1.6.1Kysele katalyzovana esterifikace

Volné mastné kyseliny jsou esterifikovany v prebytku bezvodého metanolu za
pritomnosti kyselého katalyzatoru. Vzorek musi byt zbaven vody, kterd by mohla
zabranit spravné reakci. NejbéznéjSim Cinidlem je 5 % bezvody chlorovodik
v methanolu, pfipravovanym probublavanim chlorovodiku methanolem. Vzorky jsou
poté zahiivany na teplotu pies 50°C pod zpétnym chladi¢em po dobu zhruba 2 hodin.
Dal$im vhodnym cinidlem je 1-2% kyselina sirova. Ta esterifikuje lipidy stejnym
zpusobem jako ptedchozi 5 % bezvody chlorovodik v metanolu. Mélo se vsak dat pozor
aby nedoslo k rozkladu polynenasycenych mastnych kyselin. Mezi dal$i ¢inidla patii
(12-14%) roztok fluoridu boritého v metanolu. Toto €inidlo sice plsobi rychle ale ma
velmi omezenou trvanlivost a mé za nasledek vznik nezaddoucich artefakt a vyraznou
ztratu polynenasycenych mastnych kyselin. Nepolarni lipidy, jako cholesterol nebo
estery triacylglyceroli, jsou pfevdzné nerozpustné v metanolovych rozpoustédlech.
Esterifikace trva velmi dlouho a musi se ptiddvat dal§i rozpoustédla. K tomu se
vyuzivalo diive benzenu, ktery je vSak velmi toxicky. Dnes se pouziva toluen nebo

tetrahydrofuran. Timto zpilisobem jsou vzniklé methylestrey mastnych kyselin
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extrahovany do organickych rozpoustédel, hexanu nebo heptanu. Oddélena

uhlovodikova vrstva se dale vysusuje bezvodym siranem sodnym.

1.6.2 Bazicky katalyzovana esterifikace
Lipidy jsou rychlym zplsobem, béhem nékolika minut, esterifikovany v bezvodém
metanolu s bazickym katalyzatorem. NejbéznéjSim Cinidlem je 0,5M metoxid sodny
nebo hydroxid draselny v bezvodém metanolu. Reakce je pomémné rychla, okolo 10
minut. Vzorky s metoxidem jsou opét zahtfivany na teplotu ptes 50°C. volné mastné
kyseliny jsou jako u kyselé esterifikace extrahovany do hexanu. Pomoci pipety je
odebrana vrstva hexanu s methylestery mastnych kyselin a k vysuSeni se ptida bezvody
siran sodny. Jestlize jsou ve vzorku obsazeny nepolarni lipidy, piida se opét dalsi

rozpoustédlo, toluen nebo tetrahydrofuran.

1.6.3 Specialni pripady piipravy methyesterii mk
U dalsiho zpiisobu ptipravy FAMEs se vyuziva diazomethanu. Diazomethan reaguje
rychle s neestrifikovanymi mastnymi kyselinami v pfitomnosti uz malého mnozstvi
metanolu, ktery katalyzuje reakci k tvorbé methylesterti. Cinidlo je piipravovano ve
formé roztoku. Je vSak kratkodobé¢ stabilni a kromé toho pii jeho pouziti vznikaji velmi
karcinogenni meziprodukty (nitrosaminy).

Ponékud odlisného postupu se pouzivd pii piipravé ester mastnych kyselin
s kratkymi fetézci. Mohou byt pifipraveny i vySe popsanymi postupy ale je obtizné je
extrahovat do rozpoustédel kviili jejich tékavosti a rozpustnosti ve vode. M¢ly by také
byt vynechany kroky se zahtivanim. Nejlepsi metoda je navrzena Christophersonem a
Glassem. Vzorek lipidu je pfimo rozpustén v hexanu. Pfida se 0,5M roztok metoxidu
v metanolu. Vznikla smés se lehce protiepe a necha se stat pti pokojové teploté. Poté se
prida kyselina octova a bezvody chlorid vapenaty. Po zhruba hodin¢ se smés odstredi a

je ptipravena k analyze plynovou chromatografii. **
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2. Cil prace a hypotézy
2.1 Cilem prace bylo seznamit se s metodou plynové chromatografie s vyuzitim detekce

hmotnostnim spektrometrem a aplikovat tuto metodu pii stanoveni spektra mastnych

kyselin ve vybranych potravinatskych olejich.
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3. Metodika

3.1 Zvoleny materidl

Materidlem pro kvantitativni stanoveni mastnych kyselin byly vybrané

potravinaiské oleje bézné dostupné v ¢eskych obchodnich fetézcich. Jednalo se o dva

olivové oleje (Minerva, Ondoliva), tfi fepkové oleje (Manka, Lukana, Rapso) a tii oleje

slunecnicové (Vegetol Gold, Slunka, Vénusz). Podrobnéjsi informace jsou uvedeny

v nize v tabulce ¢. 6.

Jednotlivé vzorky olejii byly odebrany ve tfech sériich 4.7.2011, 12.10.2011 a

23.2.2012. Pfi kazdém méieni byly z kazdého jednoho oleje odebrany tifi vzorky.

Celkové¢ byly tedy mastné kyseliny stanovovany v 72 vzorcich.

Ve tfetim méteni byl misto slunenicového oleje Slunka (kvili jeho nedostupnosti)

méfen slunecnicovy olej Slunka na smazeni.

Tabulka ¢. 6: Zékladni informace o pouzitém materialu

Druh oleje Nazev oleje Vyrobce
Olivovy Minerva Minerva S.A. Edible
Oils, Recko
Odoliva Urzante, S.L.,
Spanélsko
Slune¢nicovy Vegetol Gold Usti Oilss.r.o., CR
Slunka, Fabio Produkt spol.
Slunka (na smazeni) s.r.o., CR
Vénusz Bunge Zrt., Mad’arsko
Repkovy Lukana Usti Oils s.r.o. CR
Manka Fabio Produkt spol.
S.I.0., CR
Rapso Rapso, Rakousko
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3.2 PouZité metody

Pouzitou metodou byla plynova chromatografie s vyuzitim MS-CI a MS-EI detekce
pro identifikaci.

Byl pouzit plynovy chromatograf Typ 3800 firmy Varian Techtron (USA) a
hmotnostni spektrometr Typ 4000 firmy Varian Techtron (USA) s vyuzitim standard
firmy Supelco, Supleco 37 Component FAME Mix 47885-U.

Nastaveni piistrojli je uvedeno nize v tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 7: Nastaveni ptistroji

Nastaveni plynového chromatografu

Typ chromatografu Typ 3800 firmy Varian Techtron (USA)
Pouzita kolona Select FAME CP 7419
e pro analyzu FAME
e délka—50m
e prumér— 0,25 mm
Split 10
Teplota injektoru 250°C
Teplota termostatu Programovatelna teplota

e 170°C — bez nartstu teploty, se
zadrzenim na 6 min po celkovou
dobu 6 min

e 190°C — s narustem 2°C/min, bez
zéadrze po celkovou dobu 16,0 min

e 210°C — s narustem 25°C/min,se
zadrzenim na 15,2 min po
celkovou dobu 32,0 min

Celkova doba analyzy jednoho vzorku 30,01 min
Pratok He 1,5 ml/min

Nastaveni FID
Teplota detektoru FID 250°C
Make-up 25 ml/min
H2 Flow 30 ml/min
Air Flow 300 ml/min

Nataveni MS
(byly pouzity standardni parametry pro CI acetonitrilem od firmy Varian)

Typ hmotnostniho spektrometru Typ 4000 firmy Varian Techtron (USA)
Chemicka ionizace Acetonitril
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Snimani m/z 70-450

Mrtvy Cas 4,1 min

Chemikalie:

e Petrolether

e Bezvodny siran sodny

e 2M roztok KOH/CH;OH

e IM roztok HCI/CH;OH
Pomiicky:

e Analytické vahy

e Vodni lazen

e Vzorkovaci lahvicky

e Pipety

e Lzicky

Pracovni postup p¥i piipravé vzorki pied zavedenim do GC:

U vybraného potravinaiského oleje jsem odebrala tfi vzorky, kazdy o hmotnosti
Smg. Toto mnoZzstvi jsem navazila na analytickych vahach do malych vzorkovacich
lahvicek.

Po navaZzeni jsem ke kazdému vzorku pfidala 1 ml petrolétheru, malou 1zicku
bezvodného siranu sodného, ktery odstrani ze vzorku vodu, a 0,2 ml 2M roztoku
KOH/CH;OH. Tyto kroky slouzi k zésadité derivatizaci vzorku.

Diikladné uzaviené lahvicky jsem vlozila do vodni l4zn¢€ o teploté 60°C, kde byly
za stalého tiepani (urychleni derivatizace) po dobu 2 minut. Po uplynuti dvou minut ve
vodni 1azni jsem lahvicky vyjmula a nechala vychladnout.

Nasledné¢ jsem piidala 0,4ml 1M roztoku HCI/CH3;OH, ktery zneutralizoval
piebytek hydroxidu draselné¢ho. K nafedéni smési jsem piidala 2 ml petrolétheru a

lahvicky jsem promichala, aby doslo k oddéleni 2 fazi.
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Nakonec jsem odebrala 1,5 ml vzorku z horni vrstvy a uzavrela jej do malé
vzorkovaci lahvicky. Takto upraveny vzorek jsme vlozili do autosampleru pfistroje

k analyze.

3.3 Statistické zpracovani
Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci statistickych programi Microsoft

Excel a StatSoft CR. s.r.0. v Programu Statistica, verze 9.1 .
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4. Vysledky

Pro ucely stanoveni byly vysledky upraveny. V grafech ¢.1 - 8 jsou uvedeny

pouze kyseliny, kterych bylo ve vybranych olejich vice nez 0,5 %. Jak je vidét v tabulce

¢.8 u slunecnicového oleje Vegetol Gold, tak nizké hodnoty naméfenych mastnych

kyselin jsou zatizeny velkou relativni chybou.

Tabulka ¢.8: Relativni chyba u vysledkti Slune¢nicového oleje Vegetol Gold

Relativni chyba vysledkii Slunec¢nicového oleje Vegetol Gold

Slunec¢nicovy olej Vegetol Gold Primér | Smérodatna | Relativni
Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin odchylka | chyba
1. méfeni | 2. méfeni |3. méreni

linolova 59,96 63,18 64,61 62,58333 1,684137 2,69%
olejova 27,54 23,95 2221 12456667 1,921904| 7,82%
palmitova 6,71 6,77 6,9 6,793333| 0,068678| 1,01%
stearova 3,15 3,56 3,59 [3433333| 0,173829| 5,06%

vakcenova 0,79 0,75 0,65
0,73 0,05099| 6,98%
behenova 0,62 0,74 0,66  [0,673333| 0,043205| 6,41%
arachova 0,23 0,24 0,23 10,233333| 0,004082| 1,79%

18ctiuhlikové trans 0,24 0,19 0,8

kyseliny

0,41 0,239479| 58,40%

eikosenova 0,16 0,15 0,16
0,156667| 0,004082| 2,60%

palmitolejova 0,11 0,09 0,07
0,091 0,014142| 15,71%

o-linolenova 0,1 0,06 0,12
0,093333( 0,021602| 23,14%
myristova 0,12 0,07 0,07 [0,086667| 0,020412| 23,55%
erukova 0 0 0 0 0 0%
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4.1 Olivové oleje

Tabulka €. 9: Olivovy olej Minerva

Olivovy olej Minerva

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin
1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni

myristova 0,03 0 0,03
palmitova 12,84 12,35 12,68
palmitolejova 0,84 0,8 0,82
stearova 2,74 2,79 2,76
C18:xt 0,5 0 0
olejova 72,77 73,49 73,17
vakcenova 2,69 2,59 2,56
linolova 6,29 6,19 6,19
o-linolenova 0,73 0,7 0,72
arachova 0,48 0,48 0,48
eikosenova 0,28 0,29 0,29
behenova 0,15 0,16 0,15
erukova 0 0 0

Z tabulky €. 9 a z grafu €.1 je patrné, Ze olivovy olej Minerva obsahoval nejvice
kyseliny olejové, 72,77 -73,49 %. Dale pak obsahoval 12,35 — 12,84 % kyseliny
palmitové, 6,19 — 6,29 % kyseliny linolové,2,74 — 2,79 kyseliny stearové a 2,56 — 2,69

% kyseliny vakcenové. Kyseliny palmitolejové bylo 0,8 — 0,84 % a kyseliny a-

linolenové 0,7 — 0,73 %. Méné nez 0,5 % pak byly zastoupeny kyseliny myristova,

arachova, eikosenova, behenova, erukova a vSechny 18ctiuhlikové trans kyseliny.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin v olivovém oleji Minerva je uveden v grafu

Graf 1: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v olivovém oleji Minerva
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Tabulka ¢.10 : Olivovy olej Minerva

Olivovy olej Ondoliva

Mastna kyselina

% zastoupeni mastnych kyselin

1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
myristova 0 0 0
palmitova 11,15 10,42 12,01
palmitolejova 0,8 0,65 0,84
stearova 3,6 3,29 2,91
C18:xt 0,05 0 0
olejova 75,03 77,69 73,56
vakcenova 2,64 2,41 2,65
linolova 5,28 4,19 6,44
a-linolenova 0,61 0,54 0,61
arachova 0,39 0,36 0,40
eikosenova 0,22 0,22 0,26
behenova 0,1 0,1 0,11
erukova 0 0 0

Z 0dajt v tabulce €.10 a grafu ¢.2 lze vycist, Ze olivovy olej Ondoliva obsahoval 73,56

— 77,69 % kyseliny olejové, 10,42 — 12,01 % kyseliny palmitové, 4,19 — 6,44 %

kyseliny linolové, 2,91 — 3,6 % kyseliny stearové a 2,41 — 2,65 % kyseliny vakcinové.

Dale v ném bylo obsazeno 0,65 — 0,84 % kyseliny palmitoolejové a 0,54 — 0,61 %

kyseliny a-linolenové. Méné nez 0,5 % pak byly zastoupeny kyseliny myristova,

arachova, eikosenova, behenova, erukova a vSechny 18ctiuhlikové trans kyseliny.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin v olivovém oleji Ondoliva je uveden v grafu

Graf 2: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v olivovém oleji Ondoliva
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4.2 Repkové oleje

Tabulka ¢.11 : Repkovy olej Rapso

Repkovy olej Rapso

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin
1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
myristova 0,06 0,23 0,07
palmitova 4,78 5,18 4,85
palmitolejova 0,22 0,28 0,21
stearova 1,73 2,08 1,7
C18:xt 0,38 0,44 0,41
olejova 59,51 58,15 59,23
vakcenova 3,63 3,47 3,57
linolova 18,53 18,61 18,69
o-linolenova 8,53 8,78 8,64
arachova 0,62 0,62 0,62
eikosenova 1,18 1,27 1,23
behenova 0,32 0,34 0,32
erukova 0,03 0,07 0,06

Repkovy olej Rapso obsahoval 58,15 — 59,51 % kyseliny olejové, 18,53 — 18,69 %
kyseliny linolové, 8,53 — 8,78 % kyseliny a-linolenové, 4,78 — 5,18 % kyseliny
palmitové, 3,47 — 3,63 % kyseliny vakcenové, 1,7 —2,08 % kyseliny stearové, 1,18 —
1,27 % kyseliny eikosanové a 0,62 % kyseliny arachové. Z tabulky €. 11 je dale patrné,
ze fepkovy olej Rapso obsahoval méné nez 0,5 % kyseliny myristové, palmitolejové,

behenové, erukové a vSech 18ctiuhlikovych trans kyselin.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin v fepkovém oleji Rapso je uveden v grafu ¢.3.
Graf 3: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v Repkovém oleji Rapso
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Tabulka ¢.12 : Repkovy olej Manka

Repkovy olej Manka

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin
1. méreni 2. méfeni 3. méteni

myristova 0,07 0,07 0,07
palmitova 4,73 4,66 4,92
palmitolejova 0,23 0,22 0,21
stearova 1,77 1,84 1,82
C18:xt 1,21 0,96 0,42
olejova 57,29 58,05 54,42
vakcenova 3,72 3,52 3,32
linolova 19,99 19,88 24,57
o-linolenova 8,28 7,92 7,79
arachova 0,57 0,59 0,53
eikosenova 1,22 1,25 1,08
behenova 0,29 0,32 0,32
erukova 0,16 0,14 0,1

Z tabulky €. 12 a grafu ¢.4 je patrné, ze fepkovy olej Manka obsahoval nejvice kyseliny
olejové, 54,42 — 58,05 %. Dale pak obsahoval 19,88 — 24,57 % kyseliny linolové, 7,79
— 8,28 % a-linolenové, 4,66 — 4,92 % kyseliny palmitové a 3,32 — 3,72 % kyseliny

vakcenové. Kyseliny stearové bylo ve vzorku 1,77 — 1,82 %, kyseliny eikosanové 1,08

— 1,25 %, kyseliny arachové¢ 0,53 — 0,59 % a vSech 18ctiuhlikovych trans kyselin 0,42 —

1,21 %. Méné nez 0,5 % pak byly zastoupeny kyseliny myristova, palmitolejova,

behenova a erukova.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin v fepkovém oleji Manka je uveden v grafu ¢.4.

Graf 4: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v Repkovém oleji Manka
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Tabulka &.13 : Repkovy olej Lukana

Repkovy olej Lukana

Mastna kyselina

% zastoupeni mastnych kyselin

1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni

myristova 0,06 0,06 0,06
palmitova 4,86 4,81 4,94
palmitolejova 0,22 0,22 0,22
stearova 1,75 1,79 1,72
C18:xt 0,88 0,95 0,85
olejova 57,37 57,47 57,89
vakcenova 3,61 3,53 3,55
linolova 20,24 20,06 20,14
o-linolenova 7,71 7,92 7,82
arachova 0,6 0,59 0,57
eikosenova 1,43 1,42 1,24
behenova 0,31 0,31 0,3

erukova 0,49 0,4 0,28

Z dajt v tabulce €. 13 a grafu ¢.5 lze vycist, ze fepkovy olej Lukana obsahoval 57,37 —

57,89 % kyseliny olejové, 20,06 — 20,24 % kyseliny linolové, 7,71 — 7,92 % kyseliny a-

linolenové, 4,81 — 4,94 % kyseliny palmitové, 3,53 — 3,61 % kyseliny vakcenové a 1,72

— 1,79 % kyseliny stearové Dale v ném bylo obsazeno 1,24 — 1,43 % kyseliny

eikosenové, 0,85 — 0,95 % vSech 18ctiuhlikovych trans kyselin a 0,57 — 0,6 % kyseliny

arachové. Méné nez 0,5 % pak byly zastoupeny kyseliny myristova, palmitolejova,

behenova, a erukova.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin v fepkovém oleji Lukana je uveden v grafu
¢.5.

Graf 5: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v Repkovém oleji Lukana
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4.3 Slunecnicové oleje

Tabulka ¢.14 : Slunecnicovy olej Vénusz

Sluneénicovy olej Vénusz

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin

1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
myristova 0,09 0,08 0,08
palmitova 6,68 6,28 6,82
palmitolejova 0,1 0,08 0,08
stearova 3,2 3,25 3,53
C18:xt 0,49 0,21 0,21
olejova 28,38 28,48 23,8
vakcenova 0,77 0,77 0,7
linolova 58,9 59,45 63,37
o-linolenova 0,1 0,06 0,07
arachova 0,23 0,23 0,23
eikosenova 0,14 0,15 0,15
behenova 0,67 0,71 0,7
erukova 0 0 0

Z udajii v tabulce €. 14 a v grafu €.6 lze vycist, Ze slunecnicovy olej Vénusz obsahoval
58,9 — 63,37 % kyseliny linolové, 23,8 — 28,48 % kyseliny olejové, 6,28 — 6,82 %
kyseliny palmitové, 3,2 — 3,53 % kyseliny stearové. Kyseliny vakcenové bylo 0,7 — 0,77
% a kyseliny behenové 0,67 — 0,71 %. Mén¢ nez 0,5 % pak byly zastoupeny kyseliny
myristova, palmitolejova, a-linolenova, arachova, eikosenova, erukova a vsechny

18ctiuhlikové trans kyseliny.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin ve slunecnicovém oleji Vénusz je uveden

v grafu ¢.6.

Graf 6: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin ve slune¢nicovém oleji Vénusz
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Tabulka ¢.15 : Slunecnicovy olej Vegetol Gold

Slune¢nicovy olej Vegetol Gold

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin

1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
myristova 0,12 0,07 0,07
palmitova 6,71 6,77 6,9
palmitolejova 0,11 0,09 0,07
stearova 3,15 3,56 3,59
C18:xt 0,24 0,19 0,8
olejova 27,54 23,95 22,21
vakcenova 0,79 0,75 0,65
linolova 59,96 63,18 64,61
o-linolenova 0,1 0,06 0,12
arachova 0,23 0,24 0,23
eikosenova 0,16 0,15 0,16
behenova 0,62 0,74 0,66
erukova 0 0 0

Z tabulky €. 15 a grafu €.7 je patrné, ze slune¢nicovy olej Vegetol Gold obsahoval
nejvice kyseliny linolové, 59,96 — 64,61 %. Dale pak obsahoval 22,21 — 23,95 %

kyseliny olejové, 6,71 — 6,9 % palmitové, 3,15 — 3,59 % kyseliny stearové, 0,65 — 0,79
% kyseliny vakcenové a 0,62 — 0,74 % kyseliny behenové. Méné nez 0,5 % pak byly

zastoupeny kyseliny myristova, palmitolejova, a-linolenova, arachova, eikosenova,

erukova a vSechny 18ctiuhlikové trans kyseliny.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin ve slunecnicovém oleji Vegetol Gold je

uveden v grafu ¢.7.

Graf 7: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin ve slune¢nicovém oleji Vegetol Gold
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Tabulka ¢.14 : Slunecnicovy olej Slunka a Slunka na smazeni

Slune¢nicovy olej Slunka

Mastna kyselina % zastoupeni mastnych kyselin
1. méfeni 2. méfeni 3. méieni —
Slunka na
smazeni
myristova 0,08 0,06 0,28
palmitova 6,24 5,93 4,75
palmitolejova 0,07 0,06 0,26
stearova 3,67 3,44 3,2
C18:xt 0,73 0,28 0,52
olejova 25,32 26,72 77,26
vakcenova 0,8 0,89 1,26
linolova 61,07 60,57 10,49
o-linolenova 0,61 0,62 0,15
arachova 0,26 0,26 0,26
eikosenova 0,22 0,21 0,35
behenova 0,68 0,68 0,82
erukova 0 0 0

Slunecnicovy olej Slunka obsahoval nejvice kyseliny linolové 60,57 — 61,07 %.
Dale obsahoval 25,32 — 26,72 % kyseliny olejové, 5,93 — 6,24 % kyseliny palmitoveé,
3,44 — 3,67 % kyseliny stearové, 0,8 — 0,89 % kyseliny vakcenové, 0,68 % kyseliny
behenové, 0,61 — 0,62 % kyseliny a-linolenové a 0,28 — 0,73 % vsech 18ctiuhlikovych
trans mastnych kyselin. Mén¢ nez 05 % pak bylo kyseliny myristové, palmitolejové,
arachové a erukové.

Naopak ve slunecnicovém oleji Slunka na smazeni bylo nejvice kyseliny olejové
77,26 %. Nasledné pak obsahoval 10,49 % kyseliny linolové, 4,75 % kyseliny
palmitové, 3,2 % kyseliny stearové, 1,26 % kyseliny vakcenové, 0,82 % kyseliny
behenové a 0,52 % vSech 18ctiuhlikovych trans mastnych kyselin. Méné nez 0,5 %

obsahoval kyseliny myristové, palmitolejové, a-linolenové, arachové, eikosanové.
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Obsah zjisténych mastnych kyselin ve slunecnicovém oleji Slunka a Slunka na

smazeni je uveden v grafu ¢.8.

Graf 8: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin ve slune¢nicovém oleji Slunka a Slunka
na smazeni
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Graf €. 9: Zastoupeni a % obsah mastnych kyselin v olivovych, fepkovych a

slune¢nicovych olejich
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Graf ¢.9 ukazuje pro porovnani zastoupeni a % obsah mastnych kyselin

v olivovych, fepkovych a slune¢nicovych olejich. Jsou zde uvedeny jen mastné

kyseliny, kterych bylo v kazdém druhu oleje vice nez 0,5 %. Zamérné v ném neni

uveden slunecnicovy olej Slunka, ktery dosahoval jinych hodnot nez zbylé slune¢nicové

oleje Slunka.

Kyselina palmitové bylo v olivovém oleji (11,90 %), v fepkovém oleji (4,85 %) a

ve slune€nicovém oleji (6,54 %). Kyseliny stearové bylo v olivovém oleji (3,01 %), v

fepkovém (1,80 %) a ve slunec¢nicovém oleji (3,42 %). Kyseliny olejové bylo

v olivovém oleji (74,28 %), v fepkovém oleji (57,70 %) a ve slunecnicovém oleji

(25,80 %). Kyseliny vakcenové bylo v olivovém oleji (2,59 %), v fepkovém oleji (3,54

%) a ve slunecnicovém oleji (0,76 %). Kyseliny linolové bylo v olivovém oleji (5,76
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%), vtepkovém oleji (20,07 %) a ve slunecnicovém oleji (61,38 %). Kyseliny a-
linolenové bylo v olivovém oleji (0,65 %), v fepkovém oleji (8,15 a ve slunecnicovém

oleji (0,21 %)
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Graf ¢. 10: Sutinovy graf Analyzy hlavnich komponent
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Cilem analyzy hlavnich komponent bylo zjednodusit popis skupiny vzajemné
linearné zavislych dat (proménnych, v tomto piipadé vysledkli méteni mastnych
kyselin). Dochazi k transformaci ptivodnich proménnych (dat) na nové znaky — hlavni
komponenty, které 1épe vystihuji pivodni proménné. Vétsina informaci o piivodnich
proménnych je soustfedéna do prvnich hlavnich komponent a nejméné je popsano
v poslednich komponentéach. Plati, Ze ma-li n¢jakd komponenta maly rozptyl, tak ztraci
vypovidajici hodnotu o celkovych ptivodnich proménnych.

V grafu €.10 je vidét, ze vysledky obsahii mastnych kyselin v olejich jsou
soustiedény do dvou hlavnich komponent (nazyvanych Faktory). Faktor 1. Ukazuje, Ze
50,88 % vSech proménnych ma spolecné hodnoty. A Faktor 2. ukazuje na 32,06 %
spolecnych hodnot pro vysledky.
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Graf ¢.11: Graf projekce proménnych do faktorové roviny
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V grafu €.11 jsou promitnuty proménné (mastné kyseliny) do faktorové roviny tvofené
hlavnimi Faktory 1 a 2. V grafu je vidét, ze hlavni komponenta Faktor 1 (50,88 %) je
tvofen hlavné kyselinami C:161n7cis, C:18:xt, C:22:1n9cis, C:20:1n9cis, C18:3n3cis.
Faktor 2 je tvoren kyselinami C:18:2n6cis,cis; C:22:0, C:16:0.
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Graf ¢.12: Graf projekce ptipadt do faktorové roviny
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Z grafu ¢.12 vyplyva, Ze shluky ptipadi (tedy vzorkl) jsou rozdéleny podle faktorti a
zastoupenych kyselin.

Shluk 1 odpovida olivovému oleji, pro ktery byla nejvice charakteristicka kyselina
palmitova (C:14:0) a palmitolejova (C16:1n7cis).

Shluk?2 odpovida fepkovému oleji, pro ktery byla charakteristicka kyselina
eikosenova (C20:1n9cis), erukova (C22:1n9c¢is) a kyselina a-linolenova (C18:3n3cis).

Shluk 3 predstavuje slunecnicovy olej, pro jehoz vysledky je charakteristicka
kyselina linolova (C18:2n6cis,cis) a behenova (C22:0).

Shluk 4 je ukazuje na samostatny slune¢nicovy high-oleic olej, pro ktery byl

charakteristicky obsah kyseliny myristové(C14:0).
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5. Diskuze

Tato prace byla provedena ke stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych
potravinaiskych olejich. Ke stanoveni byla pouzita metoda plynové chromatografie
s vyuzitim MS-CI a MS-EI detekce pro identifikaci.

Stanovovany byly oleje bézné¢ dostupné v obchodnich fetézcich, a to olivové
oleje (Ondoliva a Minerva), fepkové oleje (Rapso,Manka a Lukana) a slune¢nicové
oleje (Vénusz a Vegetol Gold Slunka a Slunka na smazeni). Jednotlivé oleje byly
méfeny ve tfech sériich. Pii kazdém méfeni byly z kazdého jednoho oleje odebrany tii
vzorky. Celkové byly tedy mastné kyseliny stanovovany v 72 vzorcich.

Z vysledkli vychazi ze,v olivovém oleji byla v priméru nejvice zastoupena
kyselina olejova (74,28 %) > kyselina palmitova (11,90 %) > kyselina linolova (5,76 %)
> kyselina stearova (3,01 %) > kyselina vakcenova (2,59 %) > kyselina palmitolejova
(0,79 %) > kyselina a-linolenova (0,65 %).

V tepkovém oleji bylo obsazeno nejvice kyseliny olejové (57,70 %) > kyselina
linolova (20,07 %) > kyselina a-linolenova (8,15 %) > kyselina palmitova (4,85 %) >
kyselina vakcenova (3,54 %) > kyselina stearova (1,80 %) > kyselina eikosenova (1,25
%) > kyselina arachova (0,59 %). U fepkového oleje je velkd pozornost vénovana
kyselin¢ erukové, kterd ma nepfiznivy vliv na lidsky organismus. Této kyseliny bylo
zjisténo méné nez 1 %. Tento obsah odpovida oleji z vySlechténé tzv. bezerukové
fepky olejné a shoduje se s tvrzenim Havelky et al. (1989) 7V a Zajice et al. (1988) ).

Ve slunecnicovém oleji byla nejvice obsaZena kyselina linolova (61,38 %) >
kyselina olejova (25,80 %) > kyselina palmitova (6,54 %) > kyselina stearova (3,42 %)
> kyselina vakcenova (0,76 %) > kyselina behenova (0,68 %). Rozdilnych hodnot
dosahoval slunecnicovy oleje Slunka na smazeni, ktery mél nejvice kyseliny olejové
(77,26 %) > kyselina linolova (10,49 %) > kyselina palmitova (4,75 %) > kyselina
stearova (3,20 %) > kyselina vakcenova (1,26 %) > kyselina behenova (0,82 %). Jednalo
se tedy zfejm¢ o odridu tzv. high oleic slune¢nice se zvySenym obsahem kyseliny

olejové, jak uvadi napt. Pelikan (2001)"7.
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Z analyzy hlavnich komponent vyplyvd, Ze mezi olivovymi, fepkovymi a
slune¢nicovymi oleji byly zna¢né rozdily ve slozeni. Avsak oleje stejného druhu ale od
riznych vyrobct se ve svém slozeni nijak vyrazné neliSily. Vysledky méfeni slozeni

mastnych kyselin olejii se shoduji s udaji uvadénymi v literatute Velisek (2002).
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6. Zavér

Cilem této prace bylo stanovit spektrum mastnych kyselin ve vybranych
potravinafskych olejich metodou plynové chromatografie s vyuzitim MS-CI a MS-EI
detekce pro identifikaci.

Spektrum bylo stanoveno v olejich bézné€ dostupnych v obchodnich fetézcich.
Celkem bylo zméteno 72 vzorkil z olivové oleje (Ondoliva a Minerva), fepkové oleje
(Rapso,Manka a Lukana) a slune¢nicové oleje (Vénusz a Vegetol Gold Slunka a Slunka
na smazeni).

Statistickym zpracovanim vysledki bylo zjiSténo Ze, v olivovém oleji byla
v priuméru nejvice zastoupena kyselina olejova (74,28 %) > kyselina palmitova (11,90
%) > kyselina linolova (5,76 %) > kyselina stearova (3,01 %) > kyselina vakcenova (2,59
%) > kyselina palmitolejova (0,79 %) > kyselina a-linolenova (0,65 %).

V tepkovém oleji bylo obsazeno nejvice kyseliny olejové (57,70 %) > kyselina
linolova (20,07 %) > kyselina a-linolenova (8,15 %) > kyselina palmitova (4,85 %) >
kyselina vakcenova (3,54 %) > kyselina stearova (1,80 %) > kyselina eikosenova (1,25
%) > kyselina arachova (0,59 %).

Ve slunecnicovém oleji byla nejvice obsazena kyselina linolova (61,38 %) >
kyselina olejova (25,80 %) > kyselina palmitova (6,54 %) > kyselina stearova (3,42 %)
> kyselina vakcenova (0,76 %) > kyselina behenova (0,68 %). Rozdilnych hodnot
dosahoval slunecnicovy oleje Slunka na smazeni, ktery mél nejvice kyseliny olejové
(77,26 %) > kyselina linolova (10,49 %) > kyselina palmitova (4,75 %) > kyselina
stearova (3,20 %) > kyselina vakcenova (1,26 %) > kyselina behenova (0,82 %). Jednalo
se tedy ziejm¢ o odriidu tzv. high oleic slune¢nice se zvySenym obsahem kyseliny
olejové.

Tyto vysledku se shoduji sidaji o zastoupeni a % obsahu mastnych kyselin

v potravinaiskych olejich v soudobé literatufte.
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