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Stanoveni profilu mastnych kyselin v komerc¢nich
margarinech

Souhrn

Cilem bakalafské prace bylo stanovit zastoupeni mastnych kyselin v margarinech
b&zné dostupnych v obchodni siti Ceské republiky, zhodnotit kvalitu téchto margarini a
naméiené vysledky analyz porovnat s udaji dostupnymi v literatufe. Byly vybrany vzorky
Flora, Flora Gold, Flora Light, Rama Classic a jeden roztiratelny tuk uréeny na peceni Hera.
Extrahovany tuk ze vzorku byl derivatizovan methanolatem sodnym, ¢imz se mastné kyseliny
ve vzorku ptfevedly na methylestery, které byly nasledné analyzovany metodou plynové
chromatografie s plameno-ioniza¢nim detektorem (GC-FID).

Nasycenych mastnych kyselin (SFA) bylo nejvice obsazeno v margarinu Hera
(44,3 % z celkového mnozstvi mastnych kyselin), z nich byla nejvice zastoupena kyselina
palmitova (27,3 %), laurova (8,9 %) a myristova (3,5 %). Nejvyssi zastoupeni monoenovych
mastnych kyselin (MUFA) bylo detekovano v margarinu Rama Classic (45,3 %), nejvyssi
podil tvofila kyselina olejova (44,3 %). Margariny znaCky Flora obsahovaly nejvice
polyenovych mastnych kyselin (PUFA). Jedina omega-3 nenasycena mastna kyselina alfa-
linolenova byla v zastoupeni od 10,6 % u Flory Light do 12,4 % u Flory (Flora Gold
obsahovala 11,5 %). Omega-6 mastnych kyselin bylo nejvice ve Flote Light (41,6 %), ve
Flote bylo 38,2 % a ve Flofe Gold 35,8 %. Nejvyssi zastoupeni méla kyselina linolova, méné
potom bylo kyseliny gama-linolenové a arachidonové. Obsah jediné identifikované trans
nenasycené mastné kyseliny se u vSech vzorkt pohyboval ve velmi malém mnozstvi (0,03 %
az 0,05 %). Vysledkem bakalaiské prace mj. bylo, Ze margariny obsahuji malé mnozstvi trans
nenasycenych mastnych kyselin a n€které mohou byt dobrym zdrojem esencidlnich mastnych

kyselin.

Klic¢ova slova: mastné kyseliny, margarin, plynova chromatografie, lipidy, methylestery



Determination of fatty acides profile in commercial
margarines

Summary

The aim of this thesis is to identify the fatty acids in margarine commonly available in
stores across the Czech Republic, to assess the quality of these margarines and to determine
the results of the analyses compared with the available data. The selected samples were Flora
Gold, Flora, Flora Light, Rama Classic and one spreadable fat intended for baking, Hera. The
samples were dissolved with sodium methoxide and the fatty acids converted into methyl
esters, which were subsequently analyzed by gas chromatography with flame-ionization
detection (GC-FID).

The most of saturated fatty acids (SFA) were found in the Hera sample (44,3 % from
the total amount of fatty acids), from which were the highest concentrations of palmitic acid
(27,3 %), lauric acid (8,9 %) and myristic acid (3,5 %). The highest representation of
monounsaturated fatty acids (MUFA) was detected in Rama Classic (45,3 %), with the
highest proportion being oleic acid (44,3 %). Flora contained the highest amount of polyenoic
fatty acids (PUFA). Flora Light contained 10.6% of the only one omega-3 unsaturated fatty
acid alpha-linolenic acid contained, Flora contained 12,4 %, Flora Gold contained 11,5 %.
Omega-6 fatty acids were concentrations were highest in Flora Light (41,6 %), Flora
contained 38,2 % and Flora Gold 35,8 %. Most prevalent was linoleic acid, next gamma-
linolenic acid and arachidonic acid. Content of the only one identified trans unsaturated fatty
acid across all the acids was in very small quantities ranging from 0,03 % to 0,05 %. The
conclusion drawn from the analysis was that margarines contain small amount of trans

unsaturated fatty acids and some could be a good source of essential fatty acids.

Keywords: fatty acids, margarine, gas chromatography, lipids, methyl esters
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1 Uvod

Lipidy jsou diky svym vlastnostem nezastupitelnou soucéasti vSech organismu. Jsou
velmi vyznamnym zdrojem energie, maji ochrannou funkci a jsou zdrojem esencialnich
mastnych kyselin. Podle jejich ptivodu rozlisujeme lipidy na Zivo&iné a rostlinné. Zivo¢isné
lipidy se vyznacuji vy$$im podilem nasycenych mastnych kyselin, coz se projevuje jejich
typickou tuhosti. S vys$§im podilem nenasycenych mastnych kyselin (mono- a
polynenasycenych) Vv rostlinnych lipidech je naopak spojena jejich tekutost.

Tato bakalarska prace byla inspirovana polskym vyzkumem, ktery byl mimo jiné
zaloZen na analyze mastnych kyselin v margarinech dostupnych na polském trhu (Zbikowska
et al, 2012). Margarin vznikl ve Francii ve druhé poloviné 19. stoleti jako nahrada masla. Ze
zacatku se vyrabél z zivocisnych tukl a slozenim mastnych kyselin se podobal maslu. Kvuli
vysokému obsahu nasycenych mastnych kyselin, které jsou spojovany s vy$$im piijmem
cholesterolu a z nutri¢niho pohledu jsou proto nezadouci, bylo tedy snahou zvysovat obsah
poly-nenasycenych mastnych kyselin. Z tohoto diivodu se Zivocisné tuky zacaly nahrazovat
rostlinnymi. Ztuzovani rostlinnych tuki se provadélo hydrogenaci, pii které vSak dochazelo
ke vzniku velkého mnozstvi trans nenasycenych mastnych kyselin, které jsou mj. spojovany
srizikem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Dodnes se miiZeme setkat snazvem
hydrogenovany tuk. V dnes$ni dobé v§ak hydrogenaci nahradila tzv. pfeesterifikace, pfi které
se trans kyseliny téméf netvofi.

Teoreticka ¢ast prace pojednava o obecnych vlastnostech lipidii a mastnych kyselin,
jejich vyznamu, sloZeni, zdrojich a metabolismu. Déle je popsana historie margarinu, snaha o
zlepseni profilu mastnych kyselin a jejich vyroba. Nakonec je popsana metoda chromatografie
a to zejména plynova, kterou se mastné kyseliny stanovuji nejcastéji.

Prakticka cast obsahuje vysledky analyz péti vzorkli margarinii bézné dostupnych na
nasem trhu. Analyza byla provedena metodou plynové chromatografie na katedie chemie
Ceské zemédélské univerzity. U kazdého vzorku byly stanoveny mastné kyseliny a jejich

procentualni obsah byl porovnan jak mezi jednotlivymi vzorky, tak s literaturou.



2  Cil prace

Cilem prace je na zaklad¢ literarni reSerSe sestavit aktualni poznatky o slozeni a
zastoupeni mastnych kyselin v komercnich, bézné¢ dostupnych margarinech. U vybranych
vzorku stanovit zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin metodou plynové chromatografie a
porovnat jejich obsah a slozeni v analyzovanych vzorcich. Vysledky analyzy porovnat s udaji
V literatuie a zhodnotit kvalitu analyzovanych vzorkt margarinu z hlediska obsahu mastnych

kyselin.



3  LITERARNI RESERSE

3.1 Lipidy

Lipidy maji v organismech mnoho vyznamnych uloh, at’ jiz se jedna o jednoduché
lipidy (tuky, vosky a ceramidy), nebo o slozené lipidy (fosfolipidy a glykolipidy). Zejména
tuky jsou energeticky velmi bohatou slozkou potravy. V této formé jsou jedinym zdrojem
esencidlnich mastnych kyselin a vehikulem, umoznujicim piijem a resorpci v tucich
rozpustnych vitamint a dalSich potfebnych hydrofobnich organickych latek. Jako energeticka
rezerva jsou tuky ulozené v tukové tkdni nejen zivocichd, ale i v plodech olejnatych rostlin.
Lipidové dvojvrstvy membran v buitkach jsou tvorené strukturdlnimi lipidy (fosfolipidy a
glykolipidy). Neopomenutelna je ochranna funkce lipidd, kterd spociva naptiklad v tepelné
izolaci Zivocicht tukovou podkozni tkani a v ochrané neuronti myelinovymi pochvami, které
obsahuji az 75 % fosfolipidii. U nékterych rostlin slouzi k ochrané listt, kde jsou ptitomné ve

formé vosku chraniciho pred odpatovanim vody (Odstr¢il, 2005).

Lipidy jsou vedle proteinil a sacharidi jednou z hlavnich slozek ve vyzivé ¢loveéka. Na
rozdil od té€chto skupin organickych sloucenin, které jsou definovany na zakladé struktury,
jsou lipidy definovany na zakladé fyzikalni vlastnosti — rozpustnosti. Jsou omezen¢ rozpustné
ve vodé a jejich extrakce je moznd nepolarnimi organickymi rozpoustédly. Obvykle se
definuji jako ptirodni slouceniny, slozené z triestert glycerolu s vy$§imi mastnymi kyselinami
(triacylglyceroly). Mezi lipidy se fadi tuky, oleje, vosky, mnohé vitaminy, hormony a vétSina
nebilkovinnych slozek bunéénych membran. Jako tzv. doprovodné latky lipidli oznacujeme
netékavé lipofilni slouceniny, které doprovazeji vlastni lipidy. Patfi sem napt. lipofilni
vitaminy, rizné terpenoidy jako steroly a karotenoidy, ptirodni antioxidanty a dalsi (Velisek,

1999; McMurry, 2007).

3.1.1 Klasifikace lipida

Velisek (1999) uvadi, ze lipidy fadime do tii zékladnich skupin podle chemického

slozeni na homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy.
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Homolipidy jsou slou¢eniny mastnych kyselin a alkoholt. Dale se d¢li podle struktury

vazaného alkoholu.

Heterolipidy obsahuji kromé kyselin a alkoholu jest¢ dalsi kovalentné¢ véazané

slouceniny (napf. kyselina fosfore¢na nebo D-galaktosa).

Komplexni lipidy obsahuji homolipidy, heterolipidy a navic nejen kovalentn¢ vazané
slozky, ale také slozky vazané riznymi fyzikdlnimi vazbami (napf. vodikovymi nebo

hydrofobnimi interakcemi) (Velisek, 1999).

Lipidy se dale déli podle hydrolyzovatelnosti (tzn. Stépitelnosti) do dvou zakladnich
skupin na hydrolyzovatelné a nehydrolyzovatelné. Hydrolyzovatelné jsou charakteristické
pritomnosti esterové vazby, kterou lze hydrolyticky Stépit (naptf. v tucich a voscich).
Nehydrolyzovatelné lipidy jako je napi. cholesterol, se naopak vyznacuji nepfitomnosti

esterové vazby (McMurry, 2004).

Vosky

Jeden z nejznaméjSich vosku je vosk vceli, jsou vSak také obsazeny V ochrannych
povlacich na riznych bobulich, ovocnych plodech, listech nebo na srsti zvifat (McMurry,
2007). Z chemického hlediska jsou to estery vysSich mastnych kyselin a vysSich alkohold.
Pocet uhlikd v kyselinach se pohybuje v rozmezi 24 — 36, uhlika u alkoholu je 16 — 36
(Odstr¢il, 2005).

Fosfolipidy

Podle Odstrcila, (2005) se fosfolipidy vyskytuji pfedev§im v membranach bunék,

nejvice potom v nervovych pochvach, v jatrech, ledvinach, ve Zloutku a plodech soji.

Obecné jsou fosfolipidy diestery kyseliny fosforecné. Do dvou nejvyznamnéjSich

skupin fosfolipidl patii fosfoacylglyceroly a sfingomyeliny (McMurry, 2007).

Molekula glycerolu, ke které jsou esterové vazané dvé molekuly mastnych kyselin a
jedna molekula kyseliny fosforecné, tvoii zdklad fosfoacylgycerolii a fadi tyto latky k uzce

pfibuznym oleji a tukii. Bohat€ jsou zastoupené v rostlinnych a Zivocisnych tkanich. Bunééné
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membrany jsou z velké €asti slozeny z lipidovych dvojvrstev, jejichz lipofilni konce smétuji
dovnitt dvojvrstev a slouzi jako G¢inna bariéra pii prichodu vody, iontd a jinych ¢astic do

buniky a ven (McMurry, 2007).

Sfingomyeliny jsou slozité lipidy, jejichz zakladem je sfingosin, nebo piibuzny
aminodiol. Stejné jako fosfoacylglyceroly jsou soucasti bunénych membran. Nejvice
sfingomyelini je v mozku a nervovych tkanich, kde tvofi hlavni sloZku ochranné vrstvy

nervovych vlaken (McMurry, 2007).

Cholesterol

Cholesterol je uvadén jako zakladni sterol. Obecné jsou steroidy v organismech
syntetizovany z acetyl-CoA slozitymi mechanismy v mnoha stupnich. Clovék si vétsinu
potiebného cholesterolu sdm syntetizuje, protoze ptijem steroldi potravou je podstatné nizsi,
neZ jeho potieba. V zavislosti na tomto faktu klesa syntéza cholesterolu v téle s jeho vySSim
pfijmem ve stravé. Denné dospély ¢loveék pfijme cca 0,3g cholesterolu potravou a piiblizné 1g

syntetizuje (Velisek, 2009; Havlik a Marounek, 2013).

Organ syntetizujici nejvice cholesterolu jsou jatra. Na jaterni syntéze cholesterolu se
podileji také hormony. ZvySena hladina glukagonu a kortisolu je typicka pii hladovéni, kdy
jaterni syntézu inhibuji. Naopak hormony Stitné Zlazy a insulin jaterni syntézu zvySuji

(Engelking, 2014).

Jako vychozi sloucenina cholesterol slouzi k syntéze steroidnich hormonti, Zlu¢ovych
kyselin a vitaminu D3. V krevnim fecisti je transportovan LDL lipoproteiny a odstrafiovan
HDL lipoproteiny a z téla je nasledné vylucovan po pfeméné na zlucové kyseliny nebo piimo.
Vyssi koncentrace cholesterolu ve frakei LDL frakci je pficinou vzniku aterosklerosy, jejimz

Klinickym projevem je kardiovaskularni onemocnéni (Havlik a Marounek, 2013).
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Obrazek ¢&. 1: Cholesterol

(Zdroj: http://encyclopedia2.thefreedictionary.com/Cholesterol)

3.1.2 Osud lipida v organismu

K prvnimu traveni lipidi v organismu dochazi v zaludku pomoci lipas. V kyselém
zalude¢nim prostiedi je vSak velmi nedokonalé (dochézi zde jen k ¢astecnému Stépeni lipidi
mléka). K hlavnimu S$tépeni dochazi az v duodenu plsobenim pankreatickych lipas.
Vyznamnou roli pii odbouravani tukli maji hormony adrenalin a glukagon, diky nimz jsou
aktivovany enzymové systémy — nejvyznamnéjsi je aktivace proteinkinasy, ktera katalyzuje
aktivaci triacylglycerollipasy na aktivni fosforylovanou formu. Pfi traveni se uplatiiuje také

emulgacni efekt Zlucovych kyselin.

Rozklad tukii probihé postupné:

1. Uginkem triacylglycerollipasy se od§tépi jedna molekula MK z polohy 1 nebo
3 Vv glycerolu a naslednym pusobenim diacylglycerollipasy se odStépi dalsi
molekula MK. Vysledkem tohoto rozkladu je molekula 2 - monoacylglycerol,
ktera je vstiebavana z 50 — 60 %.

2. Zbytek 2 — monoacylglycerolu $tépi 2 — monoacylglycerollipasa az na glycerol
a mastné kyseliny.

3. Ze Stépnych produktd se ve stfevni sliznici znovu vytvafi triacylglyceroly,
které jsou ve formé chylomikronti (1 um) transportovany hlavnim mizovodem
do krve.

4. V krvi se nasledné¢ vazi na krevni proteiny a vznikaji lipoproteiny. Malé

mnozstvi volnych, neesterifikovanych AMK se vaze na sérovy albumin. Volné
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tuky se v krvi za normalnich okolnosti nevyskytuji. Pouze pti hyperlipemii

jsou volné tuku ve formé chylomikront v krvi ptitomné (Odstr¢il, 2005).

V absorpéni fazi jsou castice lipoproteinii rychle hydrolyzovany lipoproteinovou
lipasou. Tukovou tkani jsou potom vychytavany uvolnéné mastné kyseliny a z nichZ jsou
znovu tvoreny triglyceridy zasobniho tuku. Mastné kyseliny zachytava i fada dalSich bungk,
ty je vSak vyuzivaji pfevazné jako zdroj energie. Zbylé lipoproteiny jsou zachyceny a

odbourany v jatrech (Langmeier, 2009).

3.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny se vyznacuji sudym pocet uhlikt, coz vyplyva ze skute¢nosti, ze
jejich syntéza vychazi z 2-uhlikaté molekuly acetyl-CoA a pokracuje ptipojovanim dalsich
dvouuhlikatych jednotek. Podle poctu uhlika v fetézci oznacujeme mastné kyseliny na t¢kavé
(< 6 C), mastné kyseliny o stfedni délce (8 - 14 C) a vyssi mastné kyseliny (> 16 C)
(McMurry, 2004; Havlik a Marounek, 2013).

vvvvvv

v

Marounek, (2013) uvadéji, Ze nutricné nejvyznamnéjsi je kyselina palmitova (C16:0),
stearova (C18:0), olejova (C18:1), linolova (C18:2), linolenova (C18:3), arachidonova
(C20:4) a dodekahexaenova (C22:6).

Mezi mastnymi kyselinami se nachazeji také esencidlni mastné kyseliny. Jako
esencialni latky obecné oznaCujeme ty, které organismus neni schopen sam syntetizovat, a
tudiz je musime pfijimat potravou. Z mastnych kyselin sem patii kyselina linolova a
linolenova. Organismus je schopen svymi enzymy prodluzovat fetézec mastnych kyselin —
elongace. Pomoci enzymu tak dokaze vytvofit napiiklad z kyseliny palmitové (C16:0)
kyselinu stearovou (C18:0). Dalsi schopnosti organismu je také za pomoci enzymil vytvofit
nové dvojné vazby v mastnych kyselinach (napf. dokaze preménit kyselinu stearovou na
olejovou (C18:1n9)), neni vSak schopen zavést novou dvojnou vazbu mezi jiz existujici

dvojnou vazbu a methylovy konec (Calder, 1998; Havlik a Marounek, 2013).
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3.2.1 Nasycené mastné kyseliny (SFA)

Nasycené mastné kyseliny z angli¢tiny nékdy oznacované jako saturované (SFA -

saturated fatty acids) jsou béznou slozkou piirodnich lipida (Velisek, 1999).

Nejbeéznéjsi nasycenou kyselinou vyskytujici se téméf ve vSech zivoCiSnych a
rostlinnych lipidech, ale i v triacylglycerolech a fosfolipidech, je kyselina palmitova. Vysoky
obsah nasycenych mastnych kyselin je také v tuku uzitkovych zvifat (hlavné u vepit a
prezvykavcil), kde se vyskytuje prevazné kyselina palmitova a stearova. V mlééném tuku se
naopak vyskytuji mastné kyseliny s kratkymi fetézci do deseti uhliki napt. kyselina maselna
(Velisek, 1999).

Retézec nasycenych mastnych kyselin nejéastéji obsahuje 4 aZ cca 30 atomd uhlikd,
bez dvojnych vazeb. Nasycené kyseliny s vyssim poctem uhlika existuji, jejich vyskyt je vSak
spise vyjimeény. Jejich struktura je zpravidla rovna a nerozvétvena (Velisek, 1999). Zivogisné
tuky maji vyS$$i pomér nasycenych mastnych kyselin vi¢i nenasycenym. Molekuly
triacylglycerolu v nasycenych mastnych kyselinach zaujimaji jednotny tvar, umoznujici jim
vyhodné ulozeni a upofadani v krystalické miizce. Protoze pomér nasycenych mastnych
kyselin u tukl je vyss$i, jsou také teploty tani tukli vyssi, coz se projevuje jejich typickou

tuhosti (McMurry, 2007).

Vedle klasickych systematickych nazva pifevladd v bézné praxi jejich trividlni
oznaceni. V potravinach jsou hlavni mastné kyseliny vétSinou kyselina palmitové a stearova.
Mastné kyseliny se sudym poctem uhlikit v malém mnozstvi doprovdzeny kyselinami
s lichym poctem uhliki, nejcastéji  kyselinou pentadekanovou a heptadekanovou

(margarovou) (Velisek, 1999).
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Tabulka €. 1: Prehled hlavnich nasycenych mastnych kyselin vyskytujicich se
Vv lipidech (Velisek, 1999).

butanova 4 maselna
hexanova 6 kapronova
oktanova 8 kaprylova
dekanova 10 kaprinova
dodekanova 12 laurova
tetradekanova 14 myristova
hexadekanova 16 palmitova
oktadekanova 18 stearova
eikosanova 20 arachova
dokosanova 22 behenova
tetrakosanova 24 lignocerova

3.2.2 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kysliny se obecné vyznacuji pritomnosti dvojné vazby
v molekule. Podle poctu dvojnych vazeb rozliSujeme mastné kyseliny na monoenové
oznacované MUFA (mono unsaturated fatty acides), které obsahuji jen jednu dvojnou vazbu
a polyenové mastné kyseliny PUFA (poly unsaturated fatty acides), které obsahuji dv¢ a vice
dvojnych vazeb.

Velisek (1999) uvadi, Ze v ptirodnich lipidovych materidlech se obsah nenasycenych
mastnych kyselin pohybuje v Sirokém rozmezi, od 90 % vSech mastnych kyselin (napf.
v fepkovém oleji) po méné nez 10 % (napt. v kokosovém tuku). NMK v tucich zivo€ichl se

pohybuje v daleko mens§im rozmezi, obvykle mezi 50 — 70 %.

Slozeni NMK v rostlinach je ve srovnani s zivo¢ichy mnohem pestiejsi a z hlediska

sloZeni délime rostlinné tuky a oleje na skupiny o piibuzném sloZeni MK. Rozeznavaji se:

e Tuky ze semen palem — malé mnozstvi kyseliny olejové a jen stopy kyselin s vyssim
poctem dvojnych vazeb (kokosovy tuk, palmojadrovy tuk).
e Rostlinna masla - obsah NMK je podobny jako v tucich zivociSnych, tvofenych

predevsim kyselinou olejovou (typické je kakaové maslo).
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e Oleje s pievazujici kyselinou olejovou a jen malym mnozstvim vicenasobnych MK
(olivovy olej).

e Oleje se sttednim obsahem kyseliny linolové (podzemnicovy olej).

e Oleje s vysokym obsahem kyseliny linolové (slunecnicovy, sezamovy olej).

e Oleje obsahujici kyselinu linoleovou (s6jovy, bezerukovy fepkovy nebo Inény) byly
kultivary olejnin s podstatné niz§im obsahem kyseliny linolenové pieslechtény a dnes
se u nas témet vyhradné péstuje fepka a fepice s minimalnim obsahem této MK.

e Oleje s obsahem nékteré specifické MK (Velisek, 1999).

V profilu rostlinnych oleji pievazuji nenasycené mastné kyseliny. Jak jiz vyplynulo
Z textu o zivociSnych tucich, prevaha nenasycenych mastnych kyselin v tucich rostlinnych je
spojena s jejich tekutosti. Dvojné vazby v nenasycenych kyselindch vnaseji do uhlikatych
tim je niz$i teplota tani. Dvojné vazby v mastnych kyselinach se mohou katalyticky
hydrogenovat, ¢ehoz vyuzivame pii vyrob&é margarini a jinych pokrmovych tuki. Pii

hydrogenaci totiz vznikaji nasycené tuhé nebo polotuhé tuky (McMurry, 2007).

3.2.3 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (MUFA)

Monoenové kyseliny se od sebe navzajem lisi po¢tem atomu uhliku, polohou dvojné
vazby a jeji prostorovou konfiguraci. Stejné tak, jako nasycené mastné kyseliny, maji i
monoenové své systematické ndzvy, které jsou pouzivany vétSinou u noveé objevenych
kyselin, tak i své trividlni oznaceni (VeliSek, 1999). Z pohledu konfigurace se rozliSuji na cis
a trans nenasycené mastné kyseliny. Pfirodni obsah nenasycenych kyselin v konfiguraci cis je
mnohem vyss§i nez v konfiguraci trans. Jejich stopy byly zaznamenany pouze v za studena
lisovanych jedlych olejich (0,04 - 0,05 %) (Hui et Sherkat, 2005). Reaktivita trans kyselin je
niz§i, proto maji tendenci samovoln¢ se tvofit zCis kyselin pii riznych chemickych
procesech. Také se huafe oxiduji, hydrogenuji a obtizné¢ mohou probihat i neckteré
stereospecifické reakce, na kterych se podili dvojna vazba. To jsou diivody, pro¢ se trans
kyseliny v reak¢énich produktech spise hromadi na ukor cis kyselin (Pokorny, J. 2004).
Nejcastejsi nenasycenou kyselinou je kyselina olejova (C18:1n9), ktera je v malém mnozstvi

pfitomna témét ve vSech lipidech (Hui et Sherkat, 2005).
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3.2.4 Trans mastné kyseliny

Trans MK jsou dvojiho ptvodu. Cinnosti bakterii piirozené vznikaji v zaZivacim
traktu piezvykavcu, a nasledné se proto stavaji slozkou jejich masa a mléka. V tomto piipadé
mluvime o pfirodnim pivodu. Hlavnim izomerem vzniklym timto biohydrogena¢nim
procesem je 11t-18:1, kter¢ho je ve vysledné smési izomerd vice nez 60 %. Technologicky se
tvofi zahfevem tukl nad teplotu 240 °C obsahujicich polynenasycené mastné kyseliny a pii
ztuzovani (hydrogenaci — syceni vodikem) tukii. Piikladem mutze byt parcialni katalyticka
hydrogenace, kde distribuce a obsah trans izomerd zavisi na hydrogenacnich parametrech
(teplota, typ katalyzatoru, michani a tlak vodiku). V tomto ptipadé¢ je dvojnych
delokalizovanych vazeb na uhlikatém fetézci vice. Mezi hlavni patii 8t-, 9t-, 10t-, 11t- a 12t-
18:1 (Sébédio et Christie, 2009b).

% 60.5

MARGARINE

a7

5t Gt Tt Bt 9t 0t 1t 12t 13t 14t 15t 16t

Obrazek ¢. 2: Typické trans 18:1 izomery obsaZzené¢ v mléénych lipidech a

margarinech. (Zdroj: http://lipidlibrary.aocs.org/frying/n-tmono/index.htm)

Parcialni hydrogenaci vznikaji trans nenasycené mastné kyseliny obsahujici alespon
jednu dvojnou vazbu v konfiguraci trans. Z rostlinnych oleju tak vznikaji polotuhé tuky, které
se vyuzivaji pro vyrobu margarini nebo napiiklad pifi vyrobnich procesech nékterych
potravin. Jejich oblibenost v potravinaiském pramyslu spociva v jejich dlouhodobé
trvanlivosti, stabilit¢ a schopnosti zvysit chutnost nekterych potravin jako jsou pekatské
vyrobky nebo sladkosti (Mozaffarian, 2006). Dfive se pii pfipravé ztuzenych tukl pouzivala

pouze metoda hydrogenace, to je divod, pro¢ se i dnes mizeme setkat sndzvem
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hydrogenovany tuk v souvislosti se ztuzenymi tuky. V dne$ni dobé proces hydrogenace ve
veétsing piipadd nahradila tzv. pieesterifikace (Dostalova a kol., 2014). Pti preesterifikace na

rozdil od hydrogenace trans kyseliny nevznikaji.

Parcidlné hydrogenované oleje obsahuji smés izomert, kde se trans dvojna vazba
muze nachazet kdekoli mezi ¢tvrtym a desatym uhlikem, avSak malé mnozstvi izomert se

dvéma dvojnymi vazbami miize byt také ptitomno (Mozaffarian, 2006).

Hlavni zdroje trans kyselin jsou fritované potraviny z fast foodli, margariny i
pokrmové tuky, pekaiské vyrobky, ¢okoladové tyCinky, cukrarské vyrobky a dalsi
(Mozaffarian, 2006).

Dtivodem, pro€ jsou trans MK rizikové pii vzniku ischemické choroby srdecni je to,
ze kdyz se chylomikrony dostanou do jater, ¢ast MK se pteskupi do triacylglycerolu a
fosfatidylcholinu a nasledné do lipoproteinii o nizké a velmi nizké hustoté a mohou tak
ovlivnit koncentraci cholesterolu (Sébédio et Christie, 2009a). Pfi nadmémém hromadéni
triacylglycerold v jatrech dochazi ke ztu¢novani jater, inzulinové rezistenci a diabetu typu 2

(Christie, 2014).

3.2.5 Kyseliny omega-3 a omega-6

Biologicky se jednd o nejvyznamnéjSi polyenové mastné kyseliny. Poloha prvni
dvojné vazby se pocita od CHsz-konce, z ¢ehoz vychazi jejich oznaceni omega-3 a omega-6.

Muzeme se také setkat s oznaenim ®-3 a -6, nebo n-3 a n-6 kyseliny.

Z celkového mnozstvi doporu¢ené¢ho piijmu tukt (30 - 35 %), by mél pfijem
nasycenych mastnych kyselin pfedstavovat maximalné jednu tietinu. V celkovém souctu pak
toto mnozstvi tvoii do 10 % celkového denniho piijmu energie. K tomuto mnozstvi by mél
byt ptfivod polynenasycenych mastnych kyselin cca 7 %. Je-li vSak ptekroCen piijem
nasycenych kyselin nad 10 %, polynenasycenych kyselin by mélo byt pfijimano 10 % a to
predevsim kyseliny alfa-linolenové (omega-3). Mezi kyselinou alfa-linolenové (omega -3) a

kyselinou linolovou (omega -6) se takto docili zadouciho poméru zhrubana 1 : 5.
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Alfa-linolenova kyselina ma schopnost pfemény na biologicky u¢inné mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem — kyselinu eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA).
Pokud jsou tyto dvé kyseliny v optimalni koncentraci v krevni plazmé, bylo prokazano
snizené riziko kardiovaskularnich chorob. Alfa-linolenovd a linolova kyselina patifi mezi
esencidlni mastné kyseliny a za normalnich okolnosti pfijmu se méni na uc¢inné derivaty EPA

a DHA, nejvyse vSak do 10 % (Kasper, 2015).

3.2.6 Spravny vybér tuki

Kvalitni margariny a maslo jsou vhodné k piimé spotiebé za studena. Z vyzivovych
doporuceni, ktera udavaji, Ze denni ptijem tukd by m¢l byt do 30 %, z ¢ehoZz 1/3 by méla byt
tvofena zivociSnymi a 2/3 rostlinnymi tuky vyplyva, ze spotifeba masla by méla byt nizsi, nez
je tomu u margarinu. Divodem je vyssi obsah nasycenych mastnych kyselin a s nim spojena
ptitomnost cholesterolu. Margariny a maslo z divodu rizného obsahu vody nejsou vhodné na
smazeni. Méslo navic obsahuje bilkoviny, které se po tepelném zahievu méni zdravotné

rizikové latky.

Specialni 100% rostlinné tuky a oleje jsou vhodné k tepelnym upravam potravin, které
ani pii vysokych teplotach smaZeni (cca 200 °C) nepodléhaji tak snadno oxidaci. Ackoliv
udaje o vhodnosti oleje na smazeni jsou uvedené na obalu, ne vSechny takto oznacené oleje

jsou na dal$i smaZeni vhodné.

e Slunecnicovy olej — obsah kyseliny linolové, ktera obsahuje dvé konjugované
dvojn€ vazby, mize byt az 70 %, proto slunecnicovy olej snadno podléha
oxidaci.

e Rafinovany olivovy olej — K tepelnym upravam je vhodnéjsi diky obsahu
monoenové kyseliny olejové (cca 70 %).

e Repkovy olej — s obsahem 50 — 66 % kyseliny olejové, je také vhodny pro
pouziti v teplé kuchyni (Vranova, 2012).
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3.3 Margariny

3.3.1 Historie

Od doby vynalezu margarinu uplynulo jiz 150 let. Za tuto dobu prosel velkou fadou
zmén. Znaény hospodarsky a ekonomicky rast Francie ve druhé poloviné 19. stoleti zptsobil
st¢hovani lidi z vesnic do mést, coz mélo za nésledek vyssi poptavku po masle, kterou ale
s ubytkem farméaii nebylo mozno uspokojit. Také cena masla neustale rostla, a proto snaha
vytvoftit jeho ndhradu byla vice nez na misté. Napoleon III. nabidl cenu pro kazdého, kdo by
objevil proces vyroby ndhrady masla. Margarin poprvé vyrobil francouzsky chemik Hippolyte
M¢ége-Mouriés, ktery v roce 1869 (rok, kdy cena byla nabidnuta) dokon¢il svou praci, a proto
se také snadno stal vitézem. Téhoz roku mu byl francouzskym ministerstvem zeméd¢lstvi a
obchodu udélen patent na zpracovani ur¢itych tukl zivocisného ptivodu, ktery byl registrovan

i v Anglii (List, 2006).

Hippolyte Mége-Mouriés se do roku 1867 zabyval vyzkumem mléka na farmé
Vincennes u Pafize. Zjistil, ze i mléko dojnic, které nemaji dostatek potravy a ztraci na vaze,
stale obsahuje mlécny tuk. Pokusil se tedy vyrobit maslo uméle. V anglickém patentu byl
Mégeho proces popsan takto: tuk stejného chemického slozeni s mdéslem se ziskava
drcenim Cerstvého loje mezi dvéma valci pod proudem vody, nasleduje myti a $tépent,
pomoci zalude¢ni $t'avy. Tuk se extrahuje, tavi, protlaci sitem a nalije do krabic (kvili tvaru).
Poté se feze na kousky, které se zabali do latky a lisuji se mezi dvéma varnymi deskami.
Tento CiStény tuk se pii telesné teploté¢ 40 °C smisi s vodou obsahujici malé mnozstvi jedlé
sody, kaseinu studeného mléka a prsni tkan¢ spolu se zlutym barvivem. Nasledné se $tépi,
nechd usadit, dekantuje se, ochladi se a ziskd se smés. VySe uvedend smés se micha, dokud se

nevytvori krém, ktery se poté zpracovava jako obvyklé maslo (List, 2006).

Vyrobek mél podobnou konzistenci jako maslo a perletovy vzhled, podle kterého
dostal margarin svij nazev. Slovo margarin je feckého puvodu, je odvozen od slova
margaritari znamenajici perla. Z jiného pramene vychazi odvozeni slova margarin ze
skute€nosti, Ze prvni vyrobek tohoto typu byl smési kyselin s primérnym poctem uhlikt 17.

Mastna kyselina se sedmnacti uhliky je kyselina margarova (Brat a Jirousek, 2008).

21



Zatimco maslo produkovaly pfevazné mensi mlékarny a farmy, z vyroby margarinu se
stal velky byznys. V Déansku vedla rivalita mezi mlékdrnami a producenty margarinu az k
rozpadu parlamentu v roce 1885. Z tohoto diivodu se musely ustanovit piedpisy, které jasné
urcovaly rozdil mezi maslem a margarinem. Margariny se odliSovaly barvami, vyrabél se
razovy, hnédy i modry margarin. V USA byly s margarinem prodavany barevné kapsle, aby si
hospodynky mohly namichat sviij vlastni. OdliSovaly se od sebe ale také odlisSnym umisténim
v regalech, barevnymi paskami nebo jinymi zplsoby (Robinson, 2005a). Diky novym
technologiim se dne$ni margariny s t¢émi pivodnimi vibec nedaji srovnavat. Jejich sloZeni,
vzhled, roztiratelnost, urdzitelnost a dalsi vlastnosti se od plivodnich diametralné lisi.
V sedmdesatych letech 20. stoleti margarin dokonce v prodeji pfed¢il maslo (Robinson,
2005D).

3.3.2 Snaha o sniZeni obsahu nasycenych mastnych Kkyselin

Nasycené mastné kyseliny jsou spojované s rozvojem kardiovaskularnich onemocnéni
a snaha o jejich sniZeni je zndma jiz nckolik desetileti. Pivodni margariny mély obdobné
sloZzeni jako maslo, kde nasycené mastné kyseliny pfevazuji, coz je z nutriéniho pohledu
nezadouci. Vhodnou kombinaci pevného tukového podilu s kapalnou olejovou bazi 1ze obsah
nasycenych mastnych kyselin vyrazné snizit. V padesatych letech 20. stoleti byly vyrdbény
margariny s niz§im obsahem nasycenych mastnych kyselin a lepSi roztiratelnosti. Tehdy
zacalo obdobi baleni margarinu do plastovych kelimkt. Na samém pocatku byl margarin
balen do soudkil, pozdéji se pfeslo k ruénimu baleni margarinu do folie a od dvacatych let
minulého stoleti se zacal balit strojové do folii. Zpocatku byl margarin prodavan v Iékarnach
pod oznacenim ,,Becel”, coz bylo odvozeno z ,,Blood cholesterol lowering®. Tento vyrobek
vznikl v Sedesatych letech jako prvni se zvySenym obsahem vicenenasycenych mastnych
kyselin. Jejich obsah se tehdy pohyboval v rozmezi 50 - 60 %. Od konce sedmdesatych let 20.
stoleti v souvislosti s modernizaci technologii se nabidka vyrobki se snizenym obsahem tuku
zacala rozsitovat. Tehdy se zacaly vyrabét margariny s obsahem tuku niz§im o 60 a 40 % a
smésné tuky. V devadesatych letech nové technologie umoznily vyrobit i produkty s obsahem
tuku kolem 20 %. V zahrani¢i se mizeme setkat dokonce s vyrobky, jejichz obsah tuku je

témert nulovy (Brat a JirouSek, 2008).

22



3.3.3 Technologie vyroby margarinu

Pti vyrob¢ margarinu se michaji dvé slozky — tukova ndsada a vodna féze.

e Tukova nasada se pripravuje pii teplotach 45 — 50 °C, kdy se misi strukturni tuk
S rafinovanym rostlinnym olejem. Pom¢ér, v jakém se misi, zavisi na pozadované
konzistenci produktu. K tukové nasadé se ptidavaji slozky rozpustné v tucich (lecitin
a/nebo emulgéator monoacylglycerolového typu, barvivo, vitaminy, aroma).

e Vodna faze se skladd z mikrobiologicky nezavadné vody a obnovené syrovatky. Do
vodné faze se pied vyrobou ptidavaji ve vodé rozpustné slozky (sl 0,1 — 0,2 %,

kyselina mlé¢na a citrobnova a aroma) (Kadlec, 2002).

Proces vyroby:

V emulzni nadobé se misi odvdzené mnozstvi obou fazi a vznikd jedna Sarze tzv.
hruba emulze (velikost ¢astic cca 10 pum, teplota 40 — 45 °C). Vysokotlaké ¢erpadlo Cerpa
smeés do kontinudlni ¢asti linky (2 - 3 votatory), kde dochazi k ukonceni emulgace a
postupnému chlazeni-podchlazeni a je zapocata nukleace (40 — 28 — 18 °C). Nasleduje
kolickovy krystalizator, zvySuje se teplota na 25 °C, nukleace pokracuje a zacina faze rtstu
Jemné a stabilni krystaly zajist'uji lepsi roztiratelnost, texturu, pocit v ustech atd. (Nosho at
al., 2002). V tzv. uzravaci se emulze temperuje na 12 — 15 °C (krystalizace pokracuje).
Nasleduje baleni a skladovani. Po 2 — 3 dnech pfi teploté 15 °C je dokoncena krystalizace za
vzniku prostorové miizky, ¢imz se ustaluji jeho rheologické vlastnosti (Kadlec, 2002).

Skladovanim pii vys$Sich teplotach se urychluje oxidace (Zhang at al., 2006).
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3.3.4 SloZeni margarinu

Databéze slozeni potravin Ceské republiky uvadi hodnoty nutrietii obsazenych

v margarinech takto:

Lipidy celkové (tuky) 80,39
Bilkoviny celkové 0g
Sacharidy celkové 0g
Voda celkova 1969
Popel 0,29
Naaf(e“é 27,96 g MUFA 35,95 g PUFA 12,62 g
C4.0 0 Cil4:1 0 n-6 MK 9,75
C6:0 0 C16:1 0,13¢g C 18:2,n-6 9,75
C8:.0 0 ci7:1 0 C 18:3,n-6 0
C 10:0 0 C18:1,n-9 35,089 C 20:4, n-6 0
C 12:0 0 C 20:1,n-11 0,57¢g n-3 MK 2,879
C13:.0 0g C22:1,n-9 0,11g C 18:3,n-3 2,849
C 14:0 0,48¢ C 20:5, n-3 (EPA) 0
C 15:0 0 C 22:5, n-3 (DPA) 0
C 16:0 24,19 C 22:6, n-3 (DHA) 0
C17:0 0,07 g Trans- MK 0,29 ¢
C 18:0 2,799 C 18:1, n-9 trans 0
C 20:0 0,379 C 18:2, n-6 trans 0,18¢
C 22:0 0,159
Cholesterol 0 mg

(Centrum pro databazi slozeni potravin, 2013)
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Rozdé&leni roztiratelnych a smésnych tukt (Dostalova a kol., 2014):

Charakteristika vyrobku dle obsahu tuku

Skupina v % him.

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo
zivociSnych tukl s obsahem tuku nejméné 80
%, avSak mén€ nez 90 %.

Margarin
Smésné tuky

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo
zivocisnych tuki s obsahem tuku nejméné 60
%, avSak nejvyse 62 %.

TFictvrtétuény margarin
Trictvrtétuéné smésné tuky

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo
zivocisnych tukli s obsahem tuku nejméné 39
%, avSak nejvyse 41 %.

Polotu¢ny margarin
Polotuéné smésné tuky

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo
zivocisnych tukd s timto obsahem tuku:

- méné nez 39 %
Roztiratelny tuk X % méné neZ 39 %

4 A a A 0 7 v v J % v
Roztiratelné smésné tuky X % - vice nez 41 %, aviak méné nez 60 %

- vice nez 62 %, avSak mén¢ nez 80 %

3.4 Chromatografie

Chromatografie se fadi mezi separa¢ni analytické metody. Umoziiuje déleni,
identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych 1 anorganickych latek. Do
chromatografickych metod zahrnujeme operace zalozené na fyzikalné chemickych principech,
pfi nichz dochézi k postupnému, mnohondsobnému opakovanému vytvafeni rovnovaznych

stavl délenych latek mezi dvéma, popf. 1 vice fazemi (Holzbecher a kol., 1987).

Féaze stacionarni (nepohyblivd) je umisténa v kolon¢ (poptipadé ve vrstveé) a mize mit
neékolik forem. Za prvé to mohou byt ¢asteCky tuhé latky o priméru jednotek az stovek
mikrometrl a za druhé to mtize byt kapalina, ktera je umisténa na povrchu interniho nosice,
jehoz vlastnosti jsou velmi podstatné (velikost, druh a tvar pérl, porozita). Faze mobilni

(pohybliva) unasi separované latky loZzem stacionarni faze (Holzbecher a kol., 1987).
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3.4.1 Princip chromatografie

Princip metody je zaloZen na rozdilné rychlosti pohybu latek v soustavé. Vzorek se
umisti na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze ptes stacionarni je vzorek soustavou
unasen ke konci kolony. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a proto se
pfi pohybu zdrzuji. Slozky zdrzujici se vice jsou staciondrni fazi poutany silngji. Takto se
postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se diive dostavaji slozky méné

zadrzované (Klouda, 2003).

3.4.2 Déleni chromatografickych metod:

Podle skupenstvi mobilni faze:

e Kapalina - kapalinova chromatografie (LC)

e Plyn - plynova chromatografie (GC)

Podle uspotadani stacionarni faze:

e Kolonova chromatografie - stacionarni faze je umisténa v trubici (kolon¢)
e Plosné techniky:
»= Papirovd chromatografie (PC) - stacionarni faze je soucasti
chromatografického papiru
= Tenkovrstvd chromatografie (TLC) - stacionarni fadze je umisténa na
pevném plochém podkladu (napf. hlinikova folie nebo sklenéna deska)

(Klouda, 2003)

3.4.3 Plynova chromatografie

Metoda je uréena k déleni a stanoveni latek s bodem varu do cca 400 °C (Zachat a
Sykora, 2008). Mobilni fazi v plynové chromatografii je plyn (tzv. nosny plyn) a také

separované slozky jsou v plynné fazi. U kapalnych vzorkil je proto tfeba zvolit takovou

26



teplotu, aby molekuly dé€lenych slozek byly ve formé par. Je-li staciondrni fazi tuhd latka,
mluvime o plynové adsorp¢ni chromatografii (GSC), kde k separaci dochédzi vétSinou na
principu adsorpce nebo sitového efektu. Stacionarni fazi mize byt i kapalina, v tomto piipadé
se jedna o plynovou rozdélovaci chromatografii (GLC). U kapilarnich kolon stacionarni faze
smaci stény kolony, u kolon népliovych je nanesena na povrch nosice. Slozka se zde
rozdéluje mezi kapalnou stacionarni a plynnou mobilni fazi. V obou ptipadech stacionarni
faze pusobi selektivné na jednotlivé separované latky a na zékladé¢ vzajemnych interakci
dochazi k rozdéleni (retenci, zadrzovani) jednotlivych slozek v koloné, a tudiz i k jejich
rozdilné eluci. Nosny plyn separované¢ slozky unasi zkolony a jejich mnozstvi je
zaznamenavano detektorem jako funkce casu nebo objemu proteklého nosného plynu

(Holzbecher a kol., 1987).

3.4.4 Plynovy chromatograf

Tlakovou lahvi je pfes redukcéni ventil odebirdn nosny plyn, ktery po prichodu
regulatory tlaku a pratoku pfichdzi do nastfikové komory — injektoru. Vzorek se specialni
stiikackou davkuje do injektoru, ptes ktery se dostava do proudu nosného plynu. Vyhtivanim
injektoru na urcitou teplotu dochézi k okamzitému zplynéni vzorku. Pary jsou unédseny na
kolonu, ktera je umisténa za termostatem, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku.
Z kolony nosny plyn vstupuje do detektoru, jehoz signal je veden na zesilovac a je registrovan

zapisovacem a zpracovan integratorem (Zachaft a Sykora, 2008).

Okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu indikuje detektor. Jeho
signal se plynule registruje. Jeho vysledny graficky zdznam se nazyva chromatogram. Na ose
y se zaznamenava odezva detektoru a na ose X délkové jednotky nebo Cas. Chromatogram
obsahuje jednotlivé elucni kiivky separovanych latek, tzv. piky. Pika je vzdy tolik, kolik bylo
detekovano slozek. Podle jejich polohy lze vyslovit ptedpoklad o identité latky a z jejich
plochy vypocitat mnozstvi latky ve vzorku (Zachat a Sykora, 2008).
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Obrazek ¢. 3: Schéma plynového chromatografu

(Zdroj: http://getrevising.co.uk/revision-notes/gas_chromatography)
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4  MATERIAL A METODY

Analyza mastnych kyselin byla provedena ze vzorkd margarind, které jsou na ceském
trhu bézné dostupné. Z pocatku bylo vybrano sedm vzorki margarini — Flora Gold, Flora,
Flora Light, Rama Classic, Rama s maslem, Perla s pfichuti farmaiského masla a jeden
margarin uréeny na peceni — Hera. Analyza byla provedena na jafe a na podzim roku 2014,

kdy pro objektivnost byly zakoupeny vzdy stejné, ¢erstvé vzorky.

Zakoupeny byly vzorky znacky Flora srozdilnym obsahem tuku. Flora Light
obsahovala 30 %, Flora 45 % a Flora Gold 70 %. U téchto vyrobkid byl deklarovan vyssi
obsah polynenasycenych mastnych kyselin. Margarin Rama Classic obsahoval 60 % tuku,
Z toho nejvice monoenovych mastnych kyselin. U vyrobku Rama s méaslem byl uveden obsah
tuku 70 %, u Perly s pfichuti farmaiského masla 39 %. Hera, jako jediny margarin ureny na

peceni obsahoval 72 % tuku.

V prvni sérii na jafe 2014 byly z kazdého ze sedmi vzorkl vytvofeny dva derivaty,
které byly analyzovany pomoci plynového chromatografu. Ve druhé sérii na podzim byly
vyfazeny margariny Perla s pfichuti farmafského masla a Rama s maslem. U téchto margarint
pravdépodobné kvuli vysokému obsahu emulgatori nebylo mozno pripravit dostate¢né
kvalitni derivaty pro naslednou analyzu na plynovém chromatografu. Chromatograf byl navic
nastaven na detekci mastnych kyselin obsahujicich 10 a vice uhlikl, které jsou typické pro
rostlinné tuky. Mlécny tuk, ktery byl pravdépodobné obsazen v téchto dvou margarinech,
obsahuje vSak vétsi mnoZstvi kratkych, pfedevSim nasycenych kyselin. Na jafe bylo
pripraveno ze sedmi vzorkd 14 derivatl, na podzim pak po vyfazeni dvou margarini

s maslem pouze 10 derivati.

Pro stanoveni byla pouzita nize popsana metoda piipravy methylesterii mastnych
kyselin. Vlastni stanoveni pak bylo provedeno analytickou metodou kapilarni plynové
chromatografie s plameno-ionizaénim detektorem (CG-FID) na plynovém chromatografu
patiicim Vyzkumnému tustavu mlékarenskému v Praze (VUM). Chromatografické ziznamy
byly vyhodnoceny pomoci programu firmy Agilent Technologies — ChemStation a softwaru
Microsoft Office Excel 2007.
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Porovnanim retencnich ¢asti standardd a retencnich ¢asti analyzovanych vzorku byly
identifikovany mastné kyseliny. Procentudlni obsah jednotlivych mastnych kyselin byl

stanoven na zakladé plochy pikt jednotlivych kyselin k celkové plose vSech pikt.

4.1  Priprava methylesteri

Do silnosténné centrifuga¢ni zkumavky bylo pomoci automatické vahy odvazeno cca
300 mg margarinu (300 + 5 mg). K margarinu bylo pfidano 5 ml hexanu p. a., zkumavka byla
zazatkovana a vlozena do ultrazvukové 1azn¢, dokud nebyla vytvofena homogenni emulze. Po
vytvofeni emulze byla zkumavka vlozena do odstfedivky, kde se obsah nechal po dobu 5
minut a otdckadch 5000 za minutu odstiedit. Pipetou bylo odebrdno 4 ml horni hexanové
vrstvy do kulaté zabrusové baiikky o objemu 50 ml. Rozpoustédlo ve vzorku se nechalo
dikladné odpatit na rotaéni vakuové odparce pii teploté 40 °C. Vzorek oleje byl ihned

odebran k dalsi analyze.

Do centrifuga¢ni zkumavky bylo automatickou pipetou odebrano 40 pl vzorku oleje.
Ke vzorku ve zkumavce bylo sklenénou pipetou ptiddno 0,5 methanolu HPLC grade a jinou
pipetou 0,5 ml methanolické baze, ktera byla pfed pfidanim vytemperovana na pokojovou
teplotu. Zkumavka byla pevné zazatkovana a obsah na dné zkumavky byl lehce protiepan.
Nasledné byla zkumavka umisténa na dobu 1 minuty do vodni 14zné€ o teploté 75 — 80 °C. Po
I minuté¢ byla zkumavka vyndéna z lazné, obsah byl protfepan a zkumavka byla opét
umisténa do vodni lazné na 3 minuty. Zkumavka byla obcas lehce promichana krouzenim
svorky nebo stojanu. Pokud po uplynuti této doby nebyl roztok jesté ¢iry, nebo byly vidét
kapicky oleje, byla pfidana jesté jedna minuta zahfevu na vodni 14zni. Po vyjmuti z l4zné byla

zkumavka ihned ochlazena pod tekouci vodou.

Po ochlazeni bylo ke smési ve zkumavce pridano 1,5 ml hexanu. Zkumavka byla
pevné zazatkovdna a cely objem byl dikladné protfepan. Nésledné bylo pfidano 5 ml
nasycen¢ho roztoku NaCl a obsah byl opét diikkladné prottepan. Zkumavka byla na 5 minut
vloZzena do centrifugy nastavené na 5000 otacek za minutu. Po centrifugaci bylo co nejdtive

automatickou pipetou odebrano 800 ul (2 x 400 pul) horni hexanové vrstvy do tmavé vialky o
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objemu 1,5 ml. Jestlize analyza methylesteri nebyla provedena jesté téhoz dne, byla vialka

ulozena do chladiciho zafizeni a analyza byla provedena nejpozd¢ji druhy den.

4.1.1 Chemikalie

4.2

Hexan GC grade (Lach-Ner, Neratovice)

Hexan p. a. (Lach-Ner, Neratovice)

Methanol HPLC grade

Methanolat sodny 0,5M (Supelco Analytical, Bellefonte, USA)
Nasyceny roztok NaCl

Analyza vzorki plynovou chromatografii

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A, ktery byl pouzit pro analyzu

mastnych kyselin, byl vybaven kapilarni kiemennou kolonou SPB-2560, 100 m x 25 pum

s tloust’kou filmu 0,2 um s plameno-ioniza¢nim detektorem (FID), autosamplerem G4513A.

Pouzité plyny pro analyzu:

nosny plyn — He (Cistota 5.6)
prutok plynt detektorem — make-up N, 25 ml/min (Cistota 6.0)
— H; 30 ml/min (Cistota 6.0)
— vzduch synteticky 400 ml/min (Cistota 5.0)

Podminky analyzy:

vstupni tlak nosného plynu — 50 psi (= 310,264 kPa)

spliiovaci pomér — 1: 100

objem nastfikovaného vzorku — 1 pl

teplota nastiiku — 280 °C

teplota detektoru — 280 °C

teplotni program — 140 °C (5 min), narist 4 °C/min, 245 °C (20 min)
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Chromatogramy  byly vyhodnoceny pomoci chromatografického softwaru
ChemStation firmy Agilent Technologies. Jednotlivé mastné kyseliny byly identifikovany na
zéklad¢ porovnani retencnich Casti analyzovanych latek a standardi methylesterii mastnych
kyselin (Sulpeco 37 Component FAME Mix). Plochy vSech detekovanych pikt na
chromatogramu byly secteny, dohromady se rovnaly 100 %. Z plochy kazdého piku pak bylo
vypocteno procentudlni zastoupeni ptislusné slozky ve vzorku. Takto provedena kvantitativni

analyza se nazyva metoda vnitini normalizace.
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5  VYSLEDKY

Ze vSech vzorkli margarind bylo vzdy vybrano 18 mastnych kyselin, které byly
vybrany na zéklad¢ jejich majoritniho obsahu ve vzorku. Jednalo se vzdy o stejné latky, které
se u margarini opakovaly. Z osmnacti latek bylo identifikovano 16 mastnych kyselin a 2
neidentifikované latky (v tabulce jsou oznacené jako ni-). Soucet vybranych latek se

pohyboval v rozmezi od 99,08 % do 99,14 % z celkového mnozstvi mastnych kyselin.

V kazdé sérii (na jafe a na podzim) byly pfipraveny vzdy dva derivaty od kazdého
vzorku. ProtoZe se hodnoty derivati jednotlivych margarini z jara i podzimu mezi sebou
lisily minimalng, v kone¢né tabulce byly zprimérovany. Jednotlivé vzorky byly mezi sebou

porovnany.

Tabulka €. 2: Prehled margarinii — procentualni obsah zakladnich skupin mastnych
kyselin (SFA — nasycené MK, MUFA — monoenové MK, PUFA — polyenové MK, omega-3 a

omega-6 MK, neidentifikované MK, trans-mastné kyseliny)

FLORA | FLORA FC';-SFDA RAMA HERA
LIGHT 45 % CLASSIC
70 %
SFA 19,89 22,39 23,82 28,39 44,25
MUFA 26,07 25,29 27,12 45,28 37,32
PUFA:
©-3MK | 10,57 12,44 11,48 5,65 3,54
©-6MK | 41,60 38,15 35,80 17,21 12,12
neidentifikované 0,98 0,80 0,87 2,51 1,83
trans MK 0,03 0,04 0,03 0,05 0,03
SUMA 99,14 99,11 99,13 99,08 99,11

Nasycenych mastnych kyselin bylo obsazeno nejvice v margarinu Hera, a to
Vv priméru 44,25 %. Mezi vybrané nasycené kyseliny u vSech margarinii patiily kyselina
dekanova (C10:0), kyselina laurova (C12:0), kyselina myristova (C14:0), kyselina palmitova
(C15:0), kyselina stearova (C18:0), kyselina arachova (C20:0), kyselina behenova (C22:0) a

kyselina lignocerova (C24:0). Ve srovnani s ostatnimi margariny byl v margarinu Hera vyssi
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obsah kyseliny laurové, myristové a kyseliny palmitové, tedy nejkratSich z detekovanych

nasycenych kyselin, coz je uvedeno v tabulce (C. 4a a 4b).

Mezi detekovanymi monoenovymi mastnymi kyselinami byly kyselina palmitolejova
(C16:1n7), kyselina olejova (C18:1n9) a kyselina cis-11-ikosenova (C20:1n9). Kyselina
olejova zde byla u vSech margarinii pfitomna témét v absolutnim majoritnim mnozstvi.
Kyseliny olejové bylo ze vSech margarini nejvice v Ramé Classic. Z celkového mnozstvi
vSech monoenovych mastnych kyselin v Rama Classic, coz bylo 45,28 %, tvofila kyselina

olejova 44,29 %.

Z omega-3 nenasycenych mastnych kyselin byla identifikovana pouze kyselina alfa-
linolenova (C18:3n3), ktera ovSem na druhou stranu byla u vSech margarini v pomérné
zna¢ném mnozstvi. U Flory 45 % bylo mnozstvi této kyseliny 12,44 %, nejméné pak byla

ptitomna v Hefe, kde jeji obsah dosahoval v praméru jen 3,54 %.

Jako polynenasycené mastné kyseliny fady omega-6 byly v margarinech stanoveny
kyselina linolova (C18:2n6), kyselina gama-linolenova (C18:3n6) a kyselina arachidonova
(C20:4n6). Jednoznacéné nejvyssi podil méla kyselina linolova, ktera u margarinu Flora Light
dosahovala primérné hodnoty 41,29 %. Kyselina arachidonova ve srovnani byla u vSech

vzorkl detekovana v hodnotach pouze né€kolika setin %.

Neidentifikované latky byly stanoveny dve€. Zatimco o ptivodu druhé neidentifikované
latky oznacené jako ni-2, by se dalo spekulovat, prvni ni-1 latka se vyskytovala v priméru od

0,76 % do 2,32 % a vZdy nasledovala kyselinu olejovou, jeji plivod v§ak doposud jasny neni.
Z trans nenasycenych mastnych kyselin byla zaznamenana pouze kyselina elaidova

(C18:1n9), ktera se dle o¢ekavani pohybovala ve velmi malém mnozstvi. VSechny vyrobky
obsahovaly 0,03 % kyseliny elaidové pouze Rama Classic 0,05 %.
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Graf ¢. 1: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin vyskytujicich se v margarinech

v

V nejvysSim mnozstvi.

Do grafu byly vybrany mastné kyseliny, které se u vSech margarini nachézely

V majoritnim mnozstvi. Jasn€ z néj vyplyva pfevaha kyseliny olejové a linolové. Jak jiz bylo

feceno, v margarinu Rama Classic byl obsah kyseliny olejové nejvyssi a to ze vSech mastnych

kyselin. Margarin Flora Light, Flora 45% i Flora Gold m¢ly nejvyssi podil kyseliny linolové

(omega-6 mastné kyseliny). Vyssi obsah byl patrny také u kyseliny alfa-linolenové patfici

mezi omega-3 mastné kyseliny. Ve srovnani s ostatnimi margariny mély margariny znacky

Flora nejnizsi podil nasycenych mastnych kyselin — kyselina laurova, myristova, palmitova.
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Tabulka ¢. 3: Prepocitané mnozstvi jednotlivych skupin mastnych kyselin

z celkového mnozstvi ve 100g primérného margarinu na procentudlni zastoupeni v lipidech.

(SFA — nasycené MK, MUFA — monoenové MK, PUFA — polyenové MK, omega-3 a omega-

6 MK, neidentifikované MK, trans-mastné kyseliny)

MARGARIN

SFA 27,92 g ve 100g
MUFA 35,95 g ve 100g
PUFA:

o - 3 MK 2,87 g ve 100g

o - 6 MK 9,75 g ve 100g
neidentifikované
trans MK 0,29 g ve 100g

% MK v lipidech
36,36
46,82

3,74
12,70

0,38

Cerné zvyraznéné fadky v tabulce 4a a 4b znadi kyseliny, které jsou v margarinech

V majoritnim mnoZzstvi. U vSech margarinii se vZdy jednalo o stejné mastné kyseliny —

kyselina laurova (C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C15:0), stearova (C18:0), olejova

(C18:1n9), linolova (C18:2n6) a alfa-linolenova (C18:3n3).

Cervené zvyraznéné jsou hodnoty, které ukazuji na margarin, ktery obsahuje dané

majoritni kyseliny nejvice.

Kyseliny, které v tabulkach nejsou zaznamenany jako napiiklad kyseliny EPA (C20:5)

nebo DHA (C22:6), které jsou vyznamné ve vztahu ke zdravi, byly detekovany, jejich obsah

ve vzorcich margarint byl v§ak naprosto zanedbatelny.
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Tabulka €. 4a: Pro procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych margarinech.

0O~NO OIS WNBE

RETENCNI CAS | FLORA LIGHT
MASTNA KYSELINA (min.) 30%
podzim jaro podzim jaro

dekanova (10:0) 12,68 13,83 0,16 0,15
laurova (12:0) 15,57 16,82 2,23 2,03
myristova (14:0) 19,09 20,42 0,90 0,83
palmitova (15:0) 22,77 24,21 12,61 12,41
palmitolejova (16:1n7) 24,13 25,57 0,10 0,09
strearova (18:0) 26,29 27,76 3,36 3,36
elaidova (18:1n9, trans) 27,09 28,64 0,03 0,03
olejova (18:1n9) 27,45 29,02 25,29 26,20
ni-1 27,66 29,12 0,87 1,00
linolova (18:2n6) 29,11 30,74 41,18 41,40
arachova (20:0) 29,56 31,06 0,26 0,26
gama-linolenova (18:3n6) 30,33 31,96 0,27 0,28
cis-11-ikosenova (20:1n9) 30,64 32,21 0,23 0,24
alfa-linolenova (18:3n3) 30,97 32,62 10,87 10,28
behenova (22:0) 32,61 34,22 0,50 0,47
ni-2 33,69 35,38 0,04 0,06
arachidonova (20:4n6) 34,12 35,79 0,04 0,03
lignocerova (24:0) 35,66 37,38 0,10 0,16

0,16
2,13
0,86
12,51
0,09
3,36
0,03
25,74
0,93
41,29
0,26
0,27
0,24
10,57
0,48
0,05
0,03
0,13

FLORA 45%
podzim jaro
0,20 0,18
2,59 2,37
1,06 1,01
13,77 14,26
0,08 0,10
3,89 3,73
0,03 0,05
24,27 25,72
0,71 0,80
38,36 37,36
0,26 0,25
0,29 0,21
0,20 0,19
12,83 12,06
0,46 0,45
0,04 0,05
0,04 0,03
0,17 0,16

0,19
2,48
1,04
14,01
0,09
3,81
0,04
25,00
0,76
37,86
0,25
0,25
0,20
12,44
0,45
0,05
0,03
0,17

FLORA GOLD
70%
podzim jaro
0,22 0,23
2,93 3,05
1,22 1,26
14,74 15,51
0,09 0,10
3,72 3,40
0,04 0,03
25,70 27,95
0,71 0,95
36,23 34,69
0,25 0,25
0,28 0,35
0,20 0,21
12,22 10,74
0,44 0,34
0,04 0,04
0,04 0,02
0,01 0,08

0,22
2,99
1,24
15,13
0,09
3,56
0,03
26,82
0,83
35,46
0,25
0,31
0,21
11,48
0,39
0,04
0,03
0,05
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Tabulka €. 4b: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych margarinech

PR e
NED©O~NOUOhWNE

PR R R R
0o NO O bW

RAMA CLASSIC

MASTNA KYSELINA : @ : .
podzim Jaro podzim jaro
dekanova (10:0) 0,37 0,37 0,37 0,59 0,69
laurova (12:0) 5,15 5,18 5,16 8,17 9,67
myristova (14:0) 2,07 2,06 2,06 3,17 3,74
palmitova (15:0) 17,30 17,40 17,35 27,53 27,05
palmitolejova (16:1n7) 0,19 0,15 0,17 0,13 0,13
strearova (18:0) 2,64 2,65 2,65 3,39 3,18
elaidova (18:1n9, trans) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,00
olejova (18:1n9) 45,24 43,33 44,29 36,45 36,79
ni-1 2,52 2,13 2,32 1,58 1,81
linolova (18:2n6) 15,02 18,95 16,99 12,66 11,25
arachova (20:0) 0,48 0,44 0,46 0,40 0,40
gama-linolenova (18:3n6) 0,24 0,17 0,20 0,16 0,12
cis-11-ikosenova (20:1n9) 0,90 0,75 0,82 0,55 0,58
alfa-linolenova (18:3n3) 6,21 5,08 5,65 3,72 3,35
behenova (22:0) 0,25 0,22 0,23 0,18 0,16
ni-2 0,21 0,15 0,18 0,13 0,16
arachidonova (20:4n6) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
lignocerova (24:0) 0,10 0,10 0,10 0,09 0,09

0,64
8,92
3,46
27,29
0,13
3,29
0,03
36,62
1,69
11,96
0,40
0,14
0,57
3,54
0,17
0,14
0,02
0,09
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6 DISKUSE

Nejvice nasycenych kyselin bylo obsazeno v margarinu Hera. Zatimco v bézném,
praimérném margarinu, jak je uvedeno v Databézi sloZeni potravin Ceské republiky, se uvadi
hodnota nasycenych mastnych kyselin 36,36 %, Hera obsahovala 44,25 %. Nejb&znéjsi
nasycena kyselina, kterd je obsazend téméf ve vSech zivociSnych i rostlinnych tucich, je
kyselina palmitovd. V Hefe bylo této kyseliny stanoveno mnohem vice neZ v ostatnich
margarinech, stejné tak jako kyseliny laurové. Myristové kyseliny bylo také stanoveno vice
nez u ostatnich vzorkd, avSak rozdil nebyl nijak markantni. Vzhledem k tomu, ze Hera je
margarinem uréenym piedev§im na peceni, lze pfedpokladat trochu jiné slozeni mastnych
kyselin. Z nasycenych kyselin byla kyselina stearova, jedna z nejbéznéjSich nasycenych
mastnych kyselin, u vSech vzorkid téméf ve stejném mnozstvi. O trochu méné ji bylo jen

v Rama Classic, rozdil byl v§ak minimalni.

Monoenovych kyselin bylo v primémém margarinu deklarovano 46,82 %.
Z analyzovanych vzorkll se tomuto mnoZstvi nejvice blizila Rama Classic, kterd obsahovala
45,28 % teéchto kyselin. Z tohoto celkového mnozstvi 45,28 % mastnych kyselin s jednou
dvojnou vazbou piedstavovala jen kyselina olejova 44,29 %. Zbylé procento bylo zastoupeno
kyselinou palmitolejovou (0,17 %) a cis-11-ikosenovou (0,82 %), které byly samostatné
V majoritnim mnozstvi i nad ostatnimi vzorky. Jak uvadi Vranova (2012), vysoky obsah
kyseliny olejové se nachazi predev§im v fepkovém oleji, proto je velmi pravdépodobné, ze

pro vyrobu Rama Classic byl fepkovy olej vychozi latkou.

Jedina z identifikovanych trans Kyselin byla kyselina elaidova. Podle Sébédio et
Christie (2009), pfitomnost dvojné vazby na devatém uhliku ukazuje na to, Ze tato kyselina
nevznikla biohydrogena¢nim procesem, coZ znamend, Ze na vyrobu Zadné¢ho vzorku nebylo
pouzito mléko, pro které by byla typicka pfitomnost trans nenasycené mastné kyseliny

s dvojnou vazbou na jedenactém uhliku.
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Ve vyrobcich Flora Light, Flora Gold a Hera byl obsah trans kyselin jen 0,03 %. Flora
45% 0,04 % a Rama Classic obsahovala 0,05 % kyseliny elaidové. V méfeni na podzim byl
obsah kyseliny elaidové u margarinu Hera dokonce nulovy. Ve srovnani s pramérnym
margarinem, kde byl uveden obsah 0,38 %, jsou tyto hodnoty velmi nizké, coz hraje ve

prospéch vSech vybranych vzorkd.

vvvvvv

margarinu hydrogenaci, pro kterou je typicky vznik velkého mnozstvi trans nenasycenych

mastnych kyselin, byl v soucasnosti nahrazen jiz zminénou pteesterifikaci.

Obsah omega-3 a omega-6 mastnych kyselin byl v Hefe téméf identicky, jako je
uvedeny u primérného margarinu. Hera obsahovala 3,54 % omega-3 a 12,12 % omega-6
mastnych kyselin. U pramérného margarinu byl obsah 3,74 % omega-3 a 12,70 % omega-6

kyselin.

Z pohledu optimélniho poméru omega-3 a omega-6 mastnych kyselin, ktery je zhruba
1 : 5, 1ze porovnat pomér téchto kyselin v analyzovanych vzorcich. Nejvice se optimalnimu
pomgéru piiblizovala Flora Light s pomérem 1 : 3,94. Hera, kterd se hodnotami téchto kyselin
témef neliSila, méla pomér 1 : 3,42, Flora Gold 1 : 3,12, Flora 45% 1 : 3,07 a Rama Classic
1:3,04.

Ve vSech margarinech znacky Flora byl obsah kyseliny linolové (omega-6) a alfa-
linolenové (omega-3) podstatné vysSi neZ u Rama Classic a Hera. Napiiklad lze uvést
vyrobek Flora Light, kde byl obsah omega-6 mastnych kyselin 41,60 %, zatimco u Hery
pouhych 12,12 %. Z vysledkli by se obecné dalo fici, Zze margariny, kde byl vys§i obsah
nasycenych a monoenovych mastnych kyselin, byl obsah omega-3 a omega-6 nizsi a naopak.
Z vyse uvedeného tedy vyplyva, Ze margariny znacky Flora jsou, z pohledu vysokého obsahu

vvvvvv

Zaroven neobsahuji velké mnozstvi nasycenych mastnych kyselin.

Kyselina linolova je obsazena hlavné ve slune¢nicovém oleji (Velisek, 1999) a
kyselina alfa-linolenova v oleji fepkovém. To je divod pro piedpoklad toho, Ze margariny
znacky Flora vzhledem ke svému majoritnimu postaveni téchto kyselin ve svém profilu, jsou

vyrobeny ptevazné z téchto rostlinnych oleju.
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7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo analyzovat profil mastnych kyselin ve vzorcich
margarini dostupnych na nasem trhu, coz bylo provedeno u margarinu Flora, Flora Light,
Flora Gold, Rama Classic a Hera.

Obsah jednotlivych druhd mastnych kyselin byl u vzorkti zna¢né proménlivy. U
margarind uréenych K pouziti za studena byl potvrzen, jak deklaroval vyrobce, vyssi obsah
polynenasycenych mastnych kyselin (margariny Flora), popfipadé monoenovych (Rama
Classic), coz je zadouci z vyzivového hlediska, protoze tyto mastné kyseliny ve srovnani
Snasycenymi mastnymi kyselinami predstavuji mensi riziko vzniku napiiklad
kardiovaskularnich onemocnéni. U margarinu uréen¢ho na peceni vyrazné prevazoval obsah
nasycenych mastnych kyselin. Pomér polynenasycenych mastnych kyselin, bez ohledu na
celkové procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich, byl u v§ech margarini témét
stejny.

Pozitivni bylo mnozstvi jediné z identifikovanych trans nenasycenych mastnych
kyselin, kyseliny elaidové, které bylo u vSech vzorku velmi malé. Z tohoto vysledku lze fici,
Ze margariny, v minulosti ¢asto ozna¢ované jako hydrogenované tuky, které byly spojovany
S vysokym obsahem trans nenasycenych mastnych kyselin a jejich aterogenimi ucinky,

Vv dnesni dob¢ z tohoto pohledu neptedstavuji riziko.
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