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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva maceraty kostivalu lékarského (Symphytum officinale)
ve vybranych tukovych zakladech (potravinaiské sadlo, kosmetické sadlo a mandlovy olej).

Vybrané tukové zaklady byly nejprve charakterizovany obsahem susiny, ¢islem zmydelnéni,
kyselosti, jodovym a peroxidovym ¢islem. Zaroven byly stanoveny celkové i volné mastné
kyseliny pomoci GC-FID. Pot¢ byly pfipraveny maceraty suSené¢ho kotene kostivalu I¢kaiského
Vv téchto zékladech.

V maceratech byla sledovdna zména Cisla kyselosti a peroxidového ¢isla, a také stanoveny
obsahy vybranych biologicky aktivnich latek. Stanoven byl obsah celkovych fytosterola
pomoci UV-VIS spektrometrie, jednotlivé fytosteroly a karotenoidy pomoci HPLC-DAD,
celkové karotenoidy pomoci UV-VIS spektrometrie. Rovnéz byly stanoveny tokoferoly pomoci
HPLC-DAD, celkové fenolické latky pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla a antioxida¢ni aktivita
pomoci ABTS. Naméfené hodnoty byly nasledné porovnany s prumysloveé
vyrabénou kostivalovou masti.

V maceratech byl stanoven narust ¢isla kyselosti i peroxidového cisla. Déle byl pozorovan
narust celkovych fytosterolti i karotenoidii. Stanoven byl obsah B-sitosterolu a stigmasterolu,
jednotlivé karotenoidy nebyly detekovany. Z tokoferolti byl detekovan pouze DL-a-tokoferol
acetat. Diky maceraci fenolickych latek do tukovych zikladi byla pozorovana i zména
antioxidacéni aktivity.

KLICOVA SLOVA

Kostival 1ékarsky (Symphytum officinale), sadlo, mandlovy olej, tukové charakteristiky,
biologicky aktivni latky v tucich, GC-FID, HPLC-DAD, UV-VIS spektrometrie
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ABSTRACT

This diploma thesis deals with macerates of comfrey (Symphytum officinale) in selected fats
(food lard, cosmetic lard and almond oil).

Selected fats were first characterized by dry matter content, saponification, acid, iodine
number, peroxide value. At the same time, total and free fatty acids were determined using
GC-FID. Macerates were prepared by extraction of comfrey roots with selected fats.

In prepared macerates the change in acid and peroxide value was monitored, as well as the
content of selected bioactive compounds. The content of total phytosterol and total carotenoid
content was determined by UV-VIS spectrometry, phytosterols and carotenoids were also
analysed using HPLC-DAD. Total phenolic content was measured using Folin-Ciocalteu
reagent and antioxidant activity by ABTS assay. The measured properties were then compared
with industrially produced comfrey ointment.

In macerated fats the increase in acid and peroxide value was determined. Furthermore,
an increase in the content of total phytosterols and total carotenoids was observed. Using
HPLC-DAD the content of B-sitosterol and stigmasterol was determined, but carotenoids were
not detected. Of the tocopherols, only DL-a-tocopherol acetate was detected. During
maceration, the content of total phenolic compound in fat increased, which caused a change
in antioxidant activity.

KEYWORDS

Comfrey (Symphytum officinale), lard, almond oil, characterisation of fat, bioactive compounds
in fat, GC-FID, HPLC-DAD, UV-VIS spectrometry
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1 UVOD

Pfi produkci veptového masa a bourdni jate¢nich tél vepill je mimo dalSich surovin
ziskavano také sadlo. To miize byt hibetni, plstové, sttevni nebo kruponové, coz zavisi na miste
vyskytu v téle vepit. Sadlo byvalo diive cenénou a hojné vyuzivanou surovinou, a to predevs§im
jako zdroj potravy pro svou vysokou energetickou hodnotu a pro svou trvanlivost. Nejcastéji
bylo sadlo vyrabéno suchou cestou neboli Skvafenim, dnes je vyuzivana mokra cesta, kdy je
sadlo taveno v pritomnosti vody ¢i horké pary. Takto lze ziskat sadlo s niz§im obsahem trans
mastnych kyselin. Veptové sadlo vSak nebylo pouze konzumovano, ale také vyuzivano pii
1é¢be ruznych koznich onemocnéni, pfedevs§im pro svou promast'ovaci schopnost.

Dnes je sadlo spiSe odpadni surovinou, spotifebitelé maji totiz mnohem vice moznosti
I dostupnych surovin pro nahrazeni sadla v potravé. Zacinaji se intenzivné zabyvat sloZzenim
a ucinky riznych potravin, a tak neni divu, Ze sadlo, jehoz konzumace zvySuje hladinu LDL
cholesterolu a riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, ptestalo byt pro konzumenty
atraktivni surovinou.

Producenti proto zacali pro pordzku vybirat mnohem mladsi vepie, kteti maji v mase
I v podilu celkové hmotnosti niz§i obsah tuku. Dokonce dochazi k upravé stravy vepit pro vyssi
obsah kyseliny linolové v sadle, aby se tato surovina vratila zpatky do nasich kuchyni. Ani to
vSak nema velkou uspésnost a veprové sadlo se zacina stavat odpadni surovinou, slouZzici
k vyrobé pohonnych hmot.

Proto je tfeba pro vepfové sadlo najit dal$i moznosti vyuziti. Jednim z nich mize byt
macerovani bylin do séadla, coz je tradiéni zplsob vyroby masti. Kofen byliny kostivalu
1¢kaiského (Symphytum officinale) je cenénou surovinou pro sviij obsah allantoinu, fenolickych
latek, tanint, karotenoidd ¢i fytosterold. Extrakty kofene kostivalu vykazuji antioxidacni
i antimikrobialni aktivitu, zmiriuji bolest a otok a diky allantoinu zrychluji bunééné déleni,
hojeni ran, zlomenin atd. AvSak kvuli obsahu pyrrolizidinovych alkaloidi, které maji
karcinogenni u€inky, neni doporuceno vnitini uzivani kostivalu. Macerat tohoto kotene v sadle,
ktery je uréen pro vné&j$i uziti, se proto jevi jako skvélé spojeni obou téchto surovin. Spole¢nost
Aromatica CZ s.r.o. tak mezi svij sortiment vyrobki zafadila i produkci kostivalové masti, kde
jako tukovy zaklad slouzi prave sadlo.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovani tukovych zakladd jako vstupni suroviny,
pii¢emz byl sledovan obsah su$iny, stanovena tukova ¢isla a obsah celkovych a volnych
mastnych kyselin. Dal§im krokem byla ptiprava maceratd kostivalového kofene do téchto
zakladi a nasledné porovnani zmény ¢isla kyselosti a peroxidového ¢isla s tukovym zakladem.
V maceratech byly porovnany obsahy fytosterolti, karotenoidi, tokoferoli, fenolickych latek
a antioxidacni aktivity s kostivalovou masti vyrabénou spolecnosti Aromatica. Jako tukové
zaklady byly zvoleny tfi SarZze kosmetického sadla, které pouziva i spolecnost Aromatica, dale
sadlo potravinaiské pro porovnani obou typtu sadel, a také mandlovy olej, ktery mé oproti sadlu
vys$i teplotu tani a je hojné vyuzivanou surovinou napiiklad pro vyrobu masaznich oleji nebo
kosmetickych ptipravkil uréenych pro citlivou pokozku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kostival lékaisky (Symphytum officinale)

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Rige: rostliny (Plantae)

Podrise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vy$$i dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad: brutnakotvaré (Boraginales)

Celed: brutnakovité (Boraginaceae)

Rod: kostival (Symphytum)

Kostival 1ékaisky ma mnoho lidovych nézvi, napiiklad ¢erny koten, lupen sladky ¢i kobyli
mléko. Taxonomicky je zafazen do fadu brutnakotvarych (Boraginales), ¢eled’ brutnakovité
(Boraginaceae) [1, 2]. Rod Symphytum se postupem c¢asu rozsitil z pivodnich 15 druht
na celkem 35 druhd. Jako ptivod jeho vyskytu se oznaduje oblast v okoli Cerného mote. Poté
se vSak kostival rozsifil po celé Evropé 1 Asii. Roste tak od zapadni Evropy ptes Malou Asii
az po Sibif. Druhotné byl rozsifen do Afriky a Severni Ameriky. Nejcastéji se kostival
vyskytuje v oblastech mirného a subtropického pasma, v nizinach i vrchovinach. Vzacné se
vyskytuje inateplejSich mistech, také se vyjimecné objevuje Vv horskych oblastech
¢i v severnich koncinach. V Evropé je jeho vyskyt vzadcny na Pyrenejském poloostrove, jizni
oblasti Balkdnu a Apenin, nebo naopak Vv severnich ¢astech Svédska, Finska &i Norska [1, 3,
4].

V Ceské republice se nachazi ¢étyii zastupci rodu Symphytum, konkrétné kostival Gesky
(Symphytum bohemicum), kostival drsny (Symphytum asperum), kostival hliznaty (Symphytum
tuberosum) a kostival 1ékaisky (Symphytum officinale) [1, 3, 4, 5].

2.1.2 Morfologie

Kostival lékafsky se nachazi na vlhkych loukidch ¢i na mistech v blizkosti vody.
Na zemédélskych pudach neni jeho vyskyt pfili§ Casty. Nej€astéji roste v niZinach, ale mize se
nachéazet 1 na vysSich mistech, pfi¢emz jeho vyskyt byl popsan i v oblastech s nadmotskou
vyskou okolo 1600 m n.m. (v Ceské republice byl popsan jeho vyskyt v Krkonosich,
vV nadmoiské vysce piiblizné 1240 m n. m.) [3, 4]. Roste v hlinitych az jilovitych pudach
S bohatym obsahem mineralnich latek (pfedevS§im dusiku), humusu a neutralnim, slabé kyselym
nebo slabé zasaditym pH. V nizinach se nachazi v oblastech s nepfimym slune¢nim svitem.
Ve vyssich polohach se naopak vyskytuje v mistech s dostatecnym slune¢nim svitem [3-5].

Kostival 1ékarsky dortsta vysky 30-120 cm, nejcastéji okolo 80—-100 cm. Jeho nadzemni
¢ast je pokryta mnozstvim kratkych a tuhych chloupki. Rostlina mé silné, duznaté lodyhy,
pfi¢emz lodyha uprostied je oznacovana jako hlavni a kolem ni rostou dalsi tzv. bo¢ni lodyhy
(viz Obrazek 1). Sitka lodyhy nad nejspodnéjim listem je okolo 614 mm a smérem nahoru se
postupné zuzuje [1, 3, 5, 6, 8].



Obrazek 1 Kostival lékarsky [9]

Jelikoz se jedna o vytrvalou rostlinu, ma oproti jedno, ¢i dvouletym rostlinam mnohem vétsi
kotenovy sytém, ktery je tak spiSe podobny dfevnatym rostlinam. Kofeny jsou protahlé,
duznaté, dosahuji hloubky az 1,8 metru a maji spise vertikalni charakter. Rostlina v§ak mtze
mit i vzdu$né kofeny nebo tvofit adventivni kofeny. V pud¢ kostival vytvafi tlusté, rozvétvené
oddenky, které maji fepovity tvar, na povrchu jsou ¢erné, naopak uvniti jasné bilé, bez tvorby
oddenkovych hliz (viz Obrazek 2). Oddenky jsou vietenovité a vicehlavé, rostou vertikalné
a mohou dorustat az do 80 cm. Nejcastéji vsak maji délku okolo 30 cm [1, 37, 10].

Pocatek ristu je u kostivalu nejcastéji v dubnu ¢i zaCatkem kvétna, kdy z listové rizice
vyrustaji shluky mladych listil, ze kterych se vytvari listové Cepele. Listy maji tmavé zelenou
barvu, vejCity, celokrajny tvar a jsou stfidavé uspofddané. Na povrchu maji Stétinovité
ochlupeni a z rubové strany zietelnou vystoupenou zilnatinu. V dolni ¢asti jsou listy dlouze
fapikaté s Sifkou fapiku okolo 3 mm. Mohou dosahovat délky 16-25 cm a Siiky 6,0-8,5 cm.
Listy se smérem vzhiiru postupné zuzuji a zkracuji. V hornich ¢astech rostliny dosahuje délka
Cepeli listt okolo 11-16 cm, s sitkou 3,0-4,5¢cm [1, 3, 5, 6, 8].

Kostival 1€kaisky kvete pfiblizné dva mésice, a to v obdobi kvétna az zaii. Poté rostlina dal
vytvaii nové lodyhy. Barva kvéti se rlizni, od naervenalé, ptes fialovou az po svétle bilou.
Koruna kvétu ma pramér okolo 1,5 centimetru. Jeji tvar je bankovity, paprséity a na okraji jsou
patrné tfi trojboké cipy. Kalich kvétu ma délku piiblizné 8,5-10,5 cm a byva rizné husté
chlupaty. U usti méa pét zahnutych Supin, vytvofenych z korunnich listkii a za nimi je pét
pras$nikt. Kvét produkuje sladky nektar, diky kterému ldkd mnozstvi hmyzu, jako jsou
mravenci, vCely nebo ¢melaci. Kvétenstvi je nejprve spiralovité stocené, a poté se postupne
rozevira. Usporadani kvétl je ve vrcholovych vijanech [1-3, 5, 7].

Plodem kostivalu je 4,5 az 6 mm dlouha tvrdka, ktera obsahuje jedno semeno. Barva tvrdky
je tmave Sedd, hnéda az Cernd. Tvrdka ma kulovity tvar, je svraskld a leskla. Kazdy semenik
produkuje ¢tyti tvrdky, které po uzrani vypadavaji v okoli rostliny [2, 3].
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Obrazek 2 Oddenky kostivalu lékarského [11]

2.1.3 Chemické sloZeni

Utinnou latkou kostivalu lékaiského je allantoin, jehoz obsah v rostling &ini pfiblizné
0,6 a2 0,9 % [1, 4, 12, 13, 14], v kofenu kostivalu to v§ak mize byt 0,75-2,55 % [19]. Jedna se
o0 rostlinny alkaloid, je to derivat purinu, ktery vznikd plisobenim enzymu urat syntasy pii
degradaci nukleovych kyselin (viz Obrazek 3, chemicka struktura allantoinu). Celkem kostival
Iékatsky obsahuje 23 alkaloidi. Kromé¢ allantoinu a pyrrolizidinovych alkaloidi je zde také
zastoupen consolicin, consolidin, myoscorpin, heliosupin ¢i asperumin [4, 12, 13].

Jiz zminéné pyrrolizidinové alkaloidy jsou rostlinné toxiny. Dosud bylo popsano
350 prirozené se vyskytujicich latek, patficich do této skupiny. Kostival 1ékaisky obsahuje
8 téchto  pyrrolizidinovych  alkaloidi:  acetylintermedin,  lykopsamin, intermedin,
acetyllykopsamin, symiridin, symfitin, lasiokaprin a echimidin. Né&které z téchto latek se pfitom
mohou V rostliné vyskytovat i jako N-oxidy (napfiklad echimidin N-oxid, symfytin N-oxid
nebo intermidin N-oxid). Obsah pyrrolizidinovych alkaloidi v oddencich kostivalu 1ékaiského
¢ini priblizné¢ 0,02-0,06 %, avsak v nadzemnich ¢astech rostliny je tato koncentrace nizsi
(0,003-0,020 %) [4, 12-16, 19].

Dalsi vyznamnou skupinou latek jsou fenolické kyseliny. Nejvice zastoupenou je kyselina
rozmarynova (0,185 %), poté kyselina salvianolova, chlorgenova (0,037 % [19]),
m-hydroxybenzoova, salicyova, p-kumarova, kyselina kavova (0,035 % [19]) a jeji derivaty.
Celkem byla v kostivalu popsana pfitomnost dvaceti fenolickych kyselin [4, 12, 13, 17, 18, 20].

Déle kostival 1€katsky obsahuje lipidické latky. Z mastnych kyselin ma nejvétsi koncentraci
kyselina y-linolenova. Poté je zastoupena fada isoprenoidnich latek, jednak karotenoidy
(0,63 %), pticemz nejvice je zastoupen B-karoten [19], ale pfedevsim triterpeny, naptiklad
fytosteroly P-sitosterol a stigmasterol (y-estigmesterol), triterpenoidni sapogeniny: kyselina
oleanova, symphytoxid A, caulosid D, leontosidy A, B a D, steroidni saponiny a isoburaneol
[1,4, 12,13, 19, 21, 22].
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Obrazek 3 Chemicka struktura allantoinu

Dalsi skupinou latek obsazenych v kostivalu jsou sacharidy, naptiklad monosacharidy
arabinosa, mannosa, rhamnosa, xylosa, glukosa, fruktosa ¢i glukuronova kyselina.
Z polysacharidi je to celulosa jako stavebni latka, dale pak inulin a Skrob jako zasobni latky
kostivalu a fruktany, které tvofi slizové latky. Kostival 1ékatsky obsahuje i kyselinu elagovou,
kyselinu lithospermovou, pyrokatecholové taniny (2,4 %), cholin a 18 aminokyselin (nejvice
kyselinu glutamovou, leucin a kyselinu aspartovou) [1, 4, 17, 19]. Z mineralnich latek obsahuje
kostival Zelezo, sodik, vapnik, hot¢ik, selen, méd’ ¢i hlinik [1, 12, 17, 23, 24]. Z vitamin1 je
pfitomen vitamin C, B2, B1, a také vitamin A a E [12, 13, 17].

2.1.4 Uginky a vyuziti

Pro svou pestrost a koncentraci biologicky aktivnich latek je kostival a vyrobky z néj
vyuzivan v celé fadé produkti. Jednou z moznosti vyuziti kostivalu je i potravinatsky prumysl.
Diky pritomnosti fenolickych latek, predevsim fenolickych kyselin jako je kyselina
rozmarynova (Obrazek 4) a jeji derivaty, vykazuje extrakt kostivalu antioxida¢ni vlastnosti.
Bylo zjisténo, Ze antioxidacni aktivita kostivalového extraktu je vyssi nez aktivita v potravinach
bézné¢ pouzivané kyseliny askorbové [12, 19]. Dale vykazuje kostivalovy extrakt
i antibakterialni i¢inky. Vytazek z kofene kostivalu vykazoval inhibi¢ni ¢inky naptiklad proti
patogennim kmentim, jako jsou Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Proteus vulgaris ¢i Salmonella typhimurium [12, 19]. Tyto ucinky jsou pfipisovany pievazné
Jiz zminénym fenolickym latkam, pficemZ zatim nebylo zjisténo pfesné pisobeni téchto latek
na bakterie. Pfedpoklada se inhibice replikace ¢i transkripce DNA nebo naruseni propustnosti
bunééné stény bakterii [12, 19].

Kromé antibakteridlnich u¢inki byla zkoumana i1 antimykoticka aktivita. Inhibi¢ni aktivita
extraktu kostivalového kofene byla zkoumana na riizné mykotické druhy. Bylo zjisténo, Ze jako
ucinny inhibitor se tento vytazek jevi proti Bipolaris oryze, Sclerotinia sclerotiorum, Erysiphe
graminis conidia a Puccinia graminis uredospores. Tento uc¢inek je pfipisovan spole¢nému
pusobeni fenolickych kyselin, allantoinu a luteolinu [12, 19].

Kostival byl také zkoumén pro vyuziti v zemédélstvi jako soucast krmiva ¢i pii 1écbé
onemocnéni hospodaiskych zvifat. Prokdzany byly jeho ucinky proti mastitidé skotu, a také
jako soucast krmiva pro brojlery, kde ma slouzit nejen jako antibiotikum, ale i pro podporu
rastu [19].

Dal$im vyznamnym odvétvim je medicina a farmaceuticky primysl. Byl zkoumén ucinek
jednotlivych latek kostivalu, aby bylo mozné ptipsat kazdé latce jeji vlastnosti. Antioxidaéni
ucinky, stejné jako posileni imunity. Taniny pak vykazovaly rovnéz protizanétlivé t€¢inky. Da
se tak fict, Ze kostival ma velky potencidl pii vnitinim i vnéj$im pouziti [12, 19, 25].

12



OH

HO

OH

Obrazek 4 Chemicka struktura kyseliny rozmarynové

V piipad€ vnitiniho pouziti byl kostivalovy extrakt testovan jako mozné 1é¢ivo pii fade
onemocnéni. Pfi rtiznych testovanich byl zkouman jeho uGcinek ve srovnani s pouzivanymi
1é¢ivy. Pii pokusu na krysach bylo zjisténo, Ze extrakt z kotene kostivalu vykazuje podobnou,
dokonce i vyssi ucinnost pii 1€¢bé hepatitidy oproti komerénim 1ékiim [12]. Pfi zkoumani 1é¢by
zlomenin na morcatech bylo pozorovano zrychlené hojeni véetné snizeni vyskytu zanétlivych
lozisek pii pouziti vytazku z kostivalu [19].

Podobnych vysledki bylo dosazeno i pti sledovani rychlosti hojeni ran u mysi. Bylo zjisténo,
ze extrakt obsahujici allantoin mé& znacné ucinky na hojeni nejen pii poskozeni epitelovych
tkani, ale také pti poskozeni pojivovych tkani a chrupavek, nebot’ allantoin podporuje déleni
bunék [19]. Pii testech na mySich byl rovnéz prokdzan protizanétlivy ucinek kostivalového
extraktu. Zaroven byla potvrzena i schopnost snizeni bolesti a otoku pojivovych tkani [12].

Z lidové mediciny ma vSak mit kostival jest¢ daleko SirSi uplatnéni. PiedevSim pii 1écbé
onemocnéni dychacich cest a poruch traviciho tstroji, naptiklad bronchitida, zanét pohrudnice,
Cerny kasel, dale gastritida, cholecystitida, Giplavice, Zalude¢ni viedy, prajmy, dna, hematurie,
menoragie a dalsi [12, 19, 25]. Tyto u¢inky vSak prozatim nebyly védecky testovany.

Problémem pro vnitini uziti kostivalovych ptipravki je obsah pyrrolizidinovych alkaloidd,
nebot’ tyto latky jsou oznaCeny jako potencidlni karcinogeny. Byly provedeny testy
na hlodavcich, u kterych byl zkouman ucinek pyrrolizidinovych alkaloidi. VétSina studii
potvrzuje vznik rakovinnych bunék v jatrech hlodavct pii konzumaci téchto alkaloidt [12, 15,
16, 19,]. Nicméné pii vnéjsSim pouziti kostivalovych pripravkt nedochézi ke vstiebavani téchto
latek, a tak je kostival hojn€ vyuZivan pro vyrobu masti, tinktur ¢i masaznich olejli a jeho 1é¢ivé
ucinky jsou klinicky testovany [12, 19].

V klinické studii lééby vyronu kotniku bylo prok4zano zrychlené sniZeni otoku, sniZeni
bolesti 1 zrychlené hojeni oproti skupin¢ s placebem [19]. Zmirnéni bolesti, vyskytu zanétu
i zrychleni hojeni v¢etné sniZeni otoku a vstiebavani hematomu bylo prokazano i ve studii 1écby
odérek a mensich poranéni kize [12, 19]. Pti 1€¢bé Zilnich viedl byl pozorovan snizeny vyskyt
zanétd a rychlejsi hojeni pfi pouziti kostivalového piipravku [19].

Pozitivni vysledky byly zjistény 1 pfi pouziti 1é€ivych ptipravki s kostivalovym extraktem
Vv 1é¢bé bolesti zad [12, 19], osteoartrdzy a muskoskeletarniho revmatismu, kde bylo dosazeno
vys$ich ucinnosti nez pii pouziti komeréniho preparatu [12]. Pro své antioxida¢ni vlastnosti
byla zkoumana i moznost vyuziti kostivalu ve fotoprotektivnich ptipravcich [19].

13



2.2 Veprové sadlo

Sadlo patii mezi zivoc¢isné tuky. Ziskava se Skvarenim tukovych bunék vepti. Tukové buiky
tvofi spolu s malym mnozstvim mezibunécného prostoru tidké vazivo. Buiky jsou veliké
piiblizn¢ 50—150 um a podle stafi buiiky obsahuji bud’ nékolik malych tukovych kapének, nebo
jednu velkou tukovou vakuolu [26-28]. Buiiky jsou spojeny retikularnimi vlakny a vytvaii
primarni laltcky, které jsou spojeny do sekundarnich lalacki. Ty jsou pak spojeny do lalickt
vysS§iho tadu, a tak vznika tukovy polstar. Tuk je v buiice pokladan postupné, piicemz rychlost
ukladani tuku je v mladém organismu pomala, ale s pfibyvajicim vékem postupné roste [26, 27,
29].

Zivo¢isny tuk je rozdélen podle mista, kde se v organismu nachazi. Nejvice je tuku
podkozniho, ktery u prasat tvoii asi 60—70 % z celkového obsahu tuku. Déale je to tuk
intermuskularni a intramuskularni, ktery tvofi priblizné 20-35% cast, a tuk visceralni s podilem
okolo 5 % [30].

Obrazek 5 Hrbetni veprové sadlo [31]

Veprové sadlo se d€li na nckolik skupin. Hibetni sadlo je podkozni tuk, je nejvice
zastoupenym a nejkvalitnéj§im tukem (viz Obrazek 5). Je to tukova tkan okolo patete, ktera je
rozdélena vazivovou piepazkou na tuk kozni a podkoZzni. Plstni sadlo je oznaceni pro tuk
na sténach bfisni dutiny. Dal§im typem je sadlo stievni, které spojuje sttevni klicky, a sadlo
kruponové, coz jsou odiezky sadla z veprovych kazi [26, 30].

Veptové sadlo ma bilou barvu, mirné aroma a je za laboratornich podminek v tuhém stavu
[26, 30]. Ziskava se skvafenim &i tavenim tukové tkang. Skvateni je klasicky zptisob ziskavani
sadla, pouzivany predevsim pro domaci vyrobu. Jednd se o zahtivani tukové tkan€ na teplotu
ptiblizné 135 °C. Primyslové se vSak vyuzivd metody taveni, kdy je tukova tkan zahtivana
Vv pfitomnosti vody ¢i vodni pary pii teploté 90 °C. Diky nizs§i teplot¢ nedochazi
k transesterifikaci mastnych kyselin, ani k tak vysoké degradaci biologicky aktivnich latek [30,
32].
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Obsah sadla v jatecn¢ upraveném téle prasat (tzn. vykrveni, vykoleni, odstranéni hlavy
a nohou) se méni v zavislosti na hmotnosti téla. Obecné se da fict, ze niz§i hmotnostni kategorie
znamena nizsi podil tuku a naopak. Déle je zde zavislost i na pohlavi prasete, pfipadné i na tom,
zda doslo ke kastraci ¢i nikoli. Podil sadla tak mtze nabyvat 20-35 % [30, 33, 34].

Vepiové sadlo obsahuje az 95-99 % tuku, zbytek je tvofen bilkovinami (1,3-1,5 %), vodou
(okolo 0,2-1 %) a doprovodnymi latkami [35, 36]. Sadlo obsahuje asi 40 % triacylglyceroli
(TAG) nasycenych mastnych kyselin, tvofenych estery kyseliny palmitové (24-27 %), stearové
(11-14 %) a myristové (1,3-2 %). Dale sadlo obsahuje 55 % nenasycenych TAG, z toho jsou
nejvice zastoupené mononenasycené kyseliny palmitoolejova (3—4 %) a olejova (41-44 %)
a dale polynenasycené kyseliny linolova (10 %) a linolenova (0,3—1 %) [35-40].

Z dalsich lipofilnich latek obsahuje sadlo predevsim cholesterol, jehoz zastoupeni ¢ini
piiblizné 100 mg/100 g sadla. Z vitaminu je zastoupen nejvice vitamin E (5-25 mg/100 g),
A (0,01-0,08 mg/100 g) a vitamin D v obsahu 2,5 pug/100 g [35, 36, 38]. Z mineralnich prvku
je zastoupen selen a zinek. Jejich obsah vsak neptevySuje hodnotu 0,2, respektive
0,11 mg/100 g sadla [35, 36, 38].

Z hlediska mastnych kyselin se slozeni veptového tuku lisi nejen podle daného druhu vepte,
ale také podle slozeni krmiva. Obsah kyseliny linolové je imérny podilu této kyseliny v krmivu,
nebot’ tato kyselina je vstfebavana ve stfevech prasat a nasledné, pokud neni piimo
spotfebovana na energii €i pro syntézu jinych potfebnych metabolitil, je ukladdna do tukovych
bun¢k. Takto se dd zvysit podil nenasycenych mastnych kyselin ve vepfovém sadle v fadu
n¢kolika procent. S tim vSak souvisi i teplota tani sadla, ktera by tak byla snizena, coz nasledné
velmi negativné ovlivni vyrobu a vlastnosti mastnych vyrobku [30, 33, 34].

Sadlo je tradi¢ni surovinou pouZivanou v mnoha oblastech gastronomie, piedev§im
ve vyrobé masnych vyrobkl. Ackoli by zivociSny tuk mél tvofit tfetinu veSkerého ptijatého
tuku, je pfijem sadla spojovan s vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni a také se zvySenou
hladinou LDL cholesterolu, a sadlo tak i ptes obsah esencialnich mastnych kyselin neni ptilis
doporucovanou slozkou v jidelni¢ku ¢lovéka [41].

Sadlo je vSak cenénou surovinou v piipravcich pec€ujicich o plet, kde se pouziva jak
Vv tradi¢ni lidové medicing, tak i v modernich kosmetickych produktech. Je cenéno predevsim
diky své schopnosti pronikani do ktize, a také diky u¢innému promastovani [42, 43].

Proto se sadlo pouZzivd jako nosi¢ lé€iv, kosmeticky funk&nich komponent a dalSich
lipofilnich latek, které slouzi k 1é¢bé onemocnéni klize a zevni 1écbé svalovych a kloubnich
nemoci [42-44].

Diky teploté tani okolo 37 °C a schopnosti pronikani do pokozky se sadlo doporucuje i jako
nosi¢ v pfipravcich pro oSetieni vlasovych folikuld [45]. I samotné sadlo je doporucovano
k oSetfeni pooperacnich jizev ¢i k hojeni ran po zranéni, a to pro svou schopnost promast'ovani.
Nevyhodou sadla je v§ak pocit mastnoty, ktery na pokozce po aplikovani zanechava [42—44].

2.3 Mandlovy olej

Mandlovy olej je ziskavan z jader pecek plodi mandlon€ obecné (latinsky Prunus dulcis),
rostliny, ktera je taxonomicky zafazena do fadu razotvarych (Rosales), Celedi rizovitych
(Rosaceae) a rodu slivoni (Prunus) [46, 47]. Pavod mandloni je ve Stiedni Asii, odkud byla
nasledné rozsifena do subtropickych oblasti celé Asie, a také do oblasti Sttedomofti. Druhotné
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pak byly mandlon¢ rozsifeny i do Severni a Jizni Ameriky, pfi¢emz Spojené staty se postupem
Casu staly nejvétSim producentem mandli na svété. V roce 2016 mély 63% podil ze svétové
produkce, nasledovala Australie, zemé& Evropské unie, Turecko a Chile [48, 49].

Mandle se ziskavaji z plodu, kterymi jsou peckoviny. Po odstranéni oplodi je odhalena pecka

plodu, ze které se po rozbiti ziska jadro, které je obaleno polopapirovou membranou (viz
Obrazek 6) [47, 50].

Obrazek 6 Plod mandloné (pecka s jadrem) [51]

Tato jadra jsou jako jedind z rodu slivoni vhodna pro konzumaci, nebot’ jadra ostatnich
zastupcti tohoto rodu obsahuji kyanogenni glykosid amygdalin, ktery je pro ¢lovéka toxicky.
Amygdalin je totiz ve stievech S§tépen enzymem amygdalin B-glukosidasou, za soucasného
uvolnéni kyanidu [47].

Mandle jsou rozliSovany na hotké a sladké. Hotké mandle jsou produktem divokych
mandloni a obsahuji vyssi koncentraci amygdalinu. Tyto hofké mandle nejsou uréeny k piimé
spotiebé, ale pouze k dal§imu zpracovani, naptiklad k vyrob& mandlového oleje. Naopak
mandle sladké se nachazi v plodech Slechténych mandloni, a mohou tak byt konzumovany
I syrové [47].

Mandle jsou bohatym zdrojem lipidid (50 %), z mastnych kyselin jsou to ptedevSim
nenasycené mastné kyseliny olejova (32 %) a linolova (13 %), z nasycenych pak vétSinu tvori
kyselina palmitova (10 %) [47, 53, 55]. Mandle obsahuji vysoky podil bilkovin (21 %)
a sacharida (22 %). Dale obsahuji vodu (4 %), mineralni latky a fadu biologicky aktivnich latek
[47, 52, 53, 55]. Jsou bohatym zdrojem drasliku (733 mg/100 g), fosforu (481 mg/100 g),
hot¢iku (270 mg/100 g) a vapniku (269 mg/100 g). V minoritnim mnozZstvi je obsazen i selen,
mangan, méd’, zinek ¢i Zelezo [47, 53, 55].

V mandlich je obsazen nejvice vitamin E (25 mg/100 g), poté vitaminy skupiny B a A [47,
48, 53, 55]. Z karotenoidnich latek obsahuji B-karoten, lutein a zeaxanthin. Nachazi se zde
I vysoka koncentrace fytosterolt, pfedevsim B-sitosterol (130 mg/100 g), dale 5-5-avenasterol,
kampesterol, stigmasterol, sitostanol ¢i kampestanol [47, 53, 55].
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Diky vysokému podilu lipidi jsou mandle vhodné pro vyrobu oleje. Po sklizni mandli
asuSeni je odstranéna slupka jader a nasledné jsou mandle lisovany za studena pomoci
Snekového ¢i hydraulického lisu, pro zachovani co nejvyssi koncentrace dopliikovych latek.
Pro zisk vyssich vytézki je mozné mandle pied samotnym lisovanim zahtéat na vyssi teplotu,
avSak zde dochdzi k inaktivaci nékterych biologicky aktivnich latek. Dal§i moznosti je
I chemicka extrakce nepolarnimi rozpoustédly. K té je potfeba mandle nejprve nadrtit. Samotna
extrakce pak probiha za vysoké teploty (az 90 °C) [57, 58].

Diky tomu, a také diky pouzitym rozpoustédliim, dochazi k inaktivaci biologicky aktivnich
latek a ke vzniku rtznych degradacnich produkti. Ty negativné ovliviiuji organoleptické
vlastnosti a stabilitu oleje a musi byt odstranény. Béhem odslizeni, alkalické rafinace, béleni,
dezodorace a fyzikalni rafinace jsou postupné odstranény sacharidy, bilkoviny, fosfolipidy,
volné mastné kyseliny, barviva a aromatické latky, za vzniku rafinovaného oleje. Pti vyrobé
mandlového oleje se vSak rafinace vyuziva pouze u oleje z hotkych mandli, nebot’ béhem
rafinace dochazi k odstranéni toxického amygdalinu [57, 58].

Z hlediska mastnych kyselin obsahuje mandlovy olej asi 8 % nasycenych mastnych kyselin,
tvofenych prevazné kyselinou palmitovou. Mononenasycend kyselina olejova tvori 70 %
a dalSich zhruba 18 % je tvofeno polynenasycenou kyselinou linolovou. V minoritnim mnozstvi
obsahuje mandlovy olej i kyselinu stearovou a linolenovou [49, 56, 59]. Panensky olej ma
nazloutlou barvu, mirny zapach a lehce mandlovou chut. Obsahuje vitaminy E a A, dale
fosfolipidy, fytosteroly, karotenoidy, je bohaty na méd’, fosfor, hot¢ik a zinek [47, 52, 56, 59].

Podobné jako u jinych ofechli, mohou i mandle byt pro ¢ast populace alergenem. V mandlich
byl nalezen globuldrni protein amandin, na ktery se u nékterych jedinct vaze protilatka IgE.
Diky tomu byly vytvofeny testy, které reakci s krali¢i anti-amandinovou polyklonalni
protilatkou mohou odhalit pfitomnost mandli v potravinach [54].

Mandle, stejn¢ jako mandlovy olej, maji pozitivni vliv na hladinu HDL cholesterolu. Bylo
prokazano, ze ptijem mandlového oleje snizuje hladinu LDL cholesterolu a soucasné zvysuje
koncentraci HDL cholesterolu v organismu, ¢imZ zabranuje vyskytu kardiovaskularnich
onemocnéni spojenych s vysokou hladinou LDL cholesterolu [47, 48, 54]. Dale mandlovy olej
zvysuje pruchodnost stiev, a ma tak pozitivni u¢inek na tzv. syndrom drazdivého traéniku [47,
48, 54]. Momentalné je zkoumana i moznost jeho vyuziti na snizeni rizika vzniku rakoviny
tlustého stieva [47, 48, 54].

Mandlovy olej ma Siroké vyuziti nejen v potravinafstvi, ale i ve farmacii a kosmetice. Je
dobrym nosi¢em a rozpoustédlem pro rizné lipofilni latky, je snadno emulgovatelny,
nedrazdivy a netoxicky. Pouziva se jako suspendacni ¢inidlo pro ve vodé€ nerozpustné praSkové
latky a jako nosi¢ riznych kosmetickych surovin (UV protektanty, te€kavé silikony,
antiperspiracni latky) [47, 56].

V kosmetice se mandlovy olej s oblibou vyuziva pro své dobré vstiebavani, uklidnujici
a regeneracni ucinky. Navic nezanechava pocit mastnoty na pokozce. Pronika az do tfeti vrstvy
Stratum Corneum a zaroveii napomaha bariérovym vlastnostem pokozky. Diky svym
nedrazdivym ucinkiim se vyuziva pro détské piipravky, a také v pfipravcich urcenych
pro citlivou pokozku [47, 56]. Napomaha v 1é¢b¢ ekzémi a ma protizanétlivé ucinky. Dale se
pouziva k odstranéni strii nebo pii oSetfeni pooperacnich zjizveni. Mandlovy olej je hojné
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vyuzivanym masaznim olejem. Uplatnéni nachazi i v aromaterapii, nebot’ je dobrym nosi¢em
vonnych latek [47, 56].

2.4 Bylinné maceraty

Obrazek 7 Macerované byliny v tucich [60]

Macerace je jednim z tradi¢nich zpusobi extrakce. Nejcastéji se pouziva pro extrakci
ptirodnich latek, a to predevSim z bylin. Jedna se o jednoduchy proces, pfi kterém jsou byliny
smichany s tukovym zakladem, ktery slouzi jako extrak¢ni ¢inidlo [61, 62].

Dochazi tak ke dvéma procesiim, vyplavovani a extrahovani. Pfi vyplavovani jsou latky
na povrchu bylin a latky z poskozenych pletiv rozpoustény v extrakénim ¢inidle. Oproti tomu
pii extrakci jsou latky uvniti neposkozenych bunék uvoliiovany difazné [63].

V praxi se pouzivaji dva zplisoby macerace, a to macerace za tepla a za studena. Pfi maceraci
za studena je bylina smichdna s tukovym zdkladem a nasledné je tato smés ponechana pfi
pokojové teploté po dobu né€kolika dnti, pfip. tydni (viz Obrazek 7). Oproti tomu pii maceraci
za tepla je nejprve tuk zahiivan na teplotu 40-50 °C, nasledné je pfidana navazka bylin a smés
je udrzovéna pfi této teploté po dobu 12-24 hodin. U obou typil macerace muze byt extrahovana
bylina obménovana za Cerstvou, aby doslo k zvyseni koncentrace latek v extraktu. Po ukonceni
extrakce je dalSim krokem filtrace. Nasledné¢ mohou byt pfidavany i dalsi latky, jako jsou
aromatické latky ¢i konzervanty (pfirodni ¢i syntetické antioxidanty) [61, 63-65].

Pti maceraci se bézn¢ pouzivaji byliny suSené, aby tak nedochézelo ke zvySeni moznosti
vyskytu mikrobidlni kontaminace. Tradi¢énim pomérem hmotnosti byliny ku hmotnosti
tukového zakladu je pomér 1:5 nebo 1:10 [61, 65, 66]. Vysusené byliny by mély byt mirné
nadrcené, aby byla celkova doba extrakce co nejmensi. AvSak pfi pfili§ jemném nadrceni bylin
musi byt pouzito dokonalejSich filtraénich procest pro zisk ¢istého maceratu [61, 64].

Oproti béZzné pouzivané destilaci nedochazi pfi maceraci pouze k zisku aromatickych latek,
ale predevS§im kextrakci makromolekularnich biologicky aktivnich latek, jakymi jsou
polyfenoly, fytosteroly, karotenoidy ¢i lipofilni vitaminy. Tyto latky tak diky nizkym teplotam
macerace nejsou degradovany jako v pfipadé destilace. Nevyhodou macerace je vSak dlouhd
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doba extrakce a nizsi vytéznost oproti pouziti nepolarnich rozpoustédel jako hexan, pentan,
chloroform atd. [61, 64, 66].

Vyuziti macerovanych tukli se rizni podle pouzitych bylin i podle pouzitych tukovych
zakladi. Bézné se pouzivaji v gastronomii pro svou chut’, barvu ¢i aroma, ale také v kosmetice,
pii aromaterapii, jako masazni oleje nebo v ptipad¢ pouziti tuku s vysokou teplotou tani jako
soucast mast'ovych ptipravki [61, 66].

2.5 Metody stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek z tukovych zakladi

2.5.1 Fenolické latky

Stanoveni fenolickych latek miize byt rozdéleno na stanoveni celkovych fenolickych latek
a na stanoveni kvalitativni. Fenolické latky maji oproti lipofilnim latkdm polérni charakter. Pti
jejich stanoveni z lipidickych vzorkt je potieba je nejprve extrahovat. K oddéleni téchto latek
se pouziva nékolik typa extrakce, a to v zavislosti na pozadované Cistoté extraktu ¢i na pouzité
instrumentaci.

Pro stanoveni celkovych fenolickych latek v tucich se pouzivd nejcastéji extrakce
do dimethylsulfoxidu (DMSO), ethanolu (50, 60% (v/v)) nebo methanolu (50, 60% (v/v)).
Pomér extrakéniho roztoku ku vzorku se v literatute 1i$i, maze to byt naptiklad 2:1, 4:1, 8:1
¢i9:1. Vzorky jsou po piidani extrakéniho roztoku vortexovany, nasledné je provedena
centrifugace, a poté samotné stanoveni [67—69].

Pro stanoveni celkovych fenolickych latek se nejéastéji pouziva metoda Follin-Cicalteuoa.

Jedna se o ¢inidlo, které obsahuje fosfowolframan a fosfomolybdenan. Toto ¢inidlo redukuje
fenolické latky, coz je charakterizovano zménou zbarveni vzorku. Nésledné je intenzita
zbarveni méfena pomoci UV-VIS spektrofotometrie (UltraViolet-Visible spectroscopy) pti
vlnové délce 750 nm. Koncentrace celkovych fenolickych latek je vyjadiena jako ekvivalent
kyseliny gallové, ktera slouzi jako standard pro ziskani kalibra¢ni fady [67, 68, 70, 71].
Pro dosazeni pozadované Cistoty se pouziva dvou postupd. Prvnim je extrakce pevnou fazi
(SPE — solid phase extraction). Vzorek je rozpustén v hexanu, nasledné je piecistén v koloné
Cs ¢i Cig (ktera byla nejprve precisténa hexanem a nasledné regenerovana acetonitrilem), poté
je kolona promyta znovu hexanem a nasledné jsou zachycené fenolické latky vymyty
methanolem [70, 72].

Druhym typem extrakce je extrakce kapalina-kapalina (LLE — liquid-liquid extraction).
Vzorek je rozpuStén v hexanu, ke kterému je pfidan roztok methanolu (50-80% (v/v)).
Nasleduje vortexovani a centrifugace. Po oddéleni methanolové faze je extrakce jesté jednou
az dvakrat opakovana [70-72].

Takto pfipravené vzorky mohou byt analyzovadny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC — high performance liquid chromatography) [70-72], elektroforézy
[74] ¢i pomoci plynové chromatografie (GC — gas chromatography), kde vSak musi byt jesté
zatazen proces derivatizace fenolickych latek [74].

NejcastéjSim typem analyzy fenolickych latek s pomoci HPLC je chromatografie
s reverznimi fazemi (RP — reverse phase) s kolonou obsahujici jako stacionarni fazi navazany
uhlovodikovy fetézec Cig [70—73]. Pouzitych mobilnich fazi byva vice, naptiklad mobilni faze
obsahujici slozku A — 1% vodny roztok kyseliny mravenci a slozku B — acetonitril [73] nebo
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0,001 mol-dm™ kyselina sirova a acetonitril [72], &i 0,5% kyselina fosfore¢na a smés
acetonitrilu a methanolu (50:50 (v/v)) [72]. Eluce mtze byt jak gradientova, tak isokraticka.
Jako detektor slouzi diodové pole (DAD — diode array detector), UV-VIS spektrometr
¢i hmotnostni detektor (MS — mass spektrometry) [70-73].

2.5.2 Tokoferoly

Pfi stanoveni tokoferold v tucich nemusi byt jako prvni krok zafazena extrakce. VVzorek tuku
je pouze rozpustén v isopropanolu a nasledné analyzovan pomoci RP-HPLC s fluorescen¢nim
detektorem. Jako mobilni faze muze byt pouzit roztok methanolu (97% v/v)) nebo smés
50% methanolu (v/v) a 50% acetonitrilu (v/v). Stacionarni fazi tvoii ¢astice s navazanym
uhlovodikem C1g [75, 76].

Pti pouziti diethyletheru jako rozpoustédla se pro analyzu tokoferolli pouziva spise
kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi (NP — normal phase). Jako stacionarni faze tak
slouzi cCastice snavazanymi aminoskupinami. Mobilni faze je tvofena smési hexanu
a ethylacetatu v poméru 70:30 (v/v), eluce je gradientova. Tokoferoly jsou detekovany pomoci
fluorescenéniho detektoru [76].

V piipadé extrakce muze byt jako extrakéni ¢inidlo pouZzity methanol. Navazka tuku je
extrahovana pomoci 25 ml methanolu, ptic¢emz extrakce je opakovana dvakrat. Nasledné jsou
rezidua vzorku jesté dvakrat extrahovana smési methanolu a isopropanolu (80:20 (v/v)).
Extrakty jsou poté smichany a rozpoustédla jsou odpatena pomoci vakuové odparky. Nasledné
je vzorek rozpusStén ve smési methanolu, isopropanolu a hexanu (1:3:1 (v/v)) a pfipraven
k analyze. Pti pouziti této metody dochazi nejen k extrakci tokoferold, ale zaroven i k extrakci
fenolickych latek [78].

Ob¢ skupiny latek tak mohou byt najednou analyzovany pomoci RP-HPLC a detekovany
UV-VIS spektrometrickym detektorem pii vinové délce 280 nm. Staciondrni fazi jsou
uhlovodikové fetézce Cig, mobilni fazi tvoii smés 2% vodného roztoku kyseliny octové (v/v),
methanolu, acetonitrilu a isopropanolu, pii¢emz eluce je gradientova [78].

Dalsi moznosti stanoveni tokoferolt je pouziti plynové chromatografie. Extrakce tokoferoli
vSak nejprve zahrnuje saponifikaci mastnych kyselin, napiiklad ethanolovym roztokem
hydroxidu draselného. Nasledné je nezmydelnitelny podil extrahovan do hexanu. Po oddéleni
fazi je hexan odpafen a ke vzorku je pfidana derivatizaéni smés pyridinu
a bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA) s trimethylchlorosilanem. Takto upraveny
vzorek je nasledné analyzovdn pomoci plynové chromatografie s plamenovym ionizacnim
detektorem (FID — flame ionization detector). Stacionarni faze je tvofena
(5% fenyl)methylpolysiloxanem. Jako nosny plyn slouzi helium [79].

Rychlejsi metodou je vynechani saponifikace zmydelnitelnych slozek, kdy je ke vzorku
nejprve pridana derivatizaéni smés pyridinu a n-methyl-n-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu
(MSTFA). Poté jsou derivatizované tokoferoly oddéleny pomoci SPE silikagelové kolony
a nasledn¢ rozpustény do smési hexanu a methyl-terc-butyleteru (MTBE) (99:1 (v/v)). Analyza
vzorku je provedena pomoci GC-FID nebo GC-MS. Stacionarni fazi je
(50% fenyl)methylpolysiloxan, nosnym plynem je vodik [80].
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Obrazek 8 Chemicka struktura DL-a-tokoferol acetatu

2.5.3 Karotenoidy

Stanoveni celkovych karotenoidit je provadéno pomoci UV-VIS spektrofotometrie.
V ptipadé tukovych vzorkl je postup velice snadny. Vzorek je rozpustén v hexanu, ptipadné
cyklohexanu a nasledné je zméfena jeho absorbance pii vinové délce 450-470 nm [69, 81].
Pokud neni vzorek ciry, napiiklad vlivem ptitomnosti vody nebo poldrnich latek, musi byt
ke vzorku pfidano malé mnozstvi 0,5% chloridu sodného (0,5 ml na 10 ml vzorku). Vzorek je
vortexovan, centrifugovan, a poté je métena organicka faze [82]. Koncentrace celkovych
karotenoidl je nasledné vypocitana z kalibra¢ni fady B-karotenu (viz Obrazek 9, chemicka
struktura p-karotenu) [69, 81, 82].

H,C CH; CH; CH; H,C CH;
| e e |
G‘[; HSC

Obrazek 9 Chemicka struktura f-karotenu

Pro stanoveni jednotlivych karotenoidi muize byt pouzita metoda, pii které je vzorek
rozpustén v dimethylformamidu (DMF) a nasledné jsou karotenoidy extrahovany do hexanu,
zatimco ve fazi s DMF ziistavaji chlorofyly a polarni latky. Analyza probiha pomoci RP-HPLC
s gradientovou eluci. Kolona obsahuje jako stacionarni fazi ¢astice s uhlovodikovym fetézcem
Cis. Mobilni faze je dvouslozkova, prvni sloZkou je roztok obsahujici vodny roztok
0,05 mol-dm™ tetrabutylamonium, 1 mol-dm® vodny roztok octanu amonného a methanol
v poméru 1:1:8 (v/v). Druhou slozkou je roztok acetonu a methanolu (1:1 (v/v)). Jako detektor
slouzi spektrofotometr [83, 84].

Dalsi moznosti stanoveni jednotlivych karotenoidii je analyza pomoci RP-HPLC
s coulometrickym detektorem. Vzorek je rozpustén v MTBE a methanolu (1:1 (v/v)) a nasledné
nastiiknut na kolonu, kde stacionarni fazi tvoii uhlovodikovy fetézec Cso, pro ochranu kolony
mize byt ptipojena i pfedkolona s fetézcem Cig. Mobilni fazi tvoii slozka A (methanol, MTBE,
octan amonny a voda v poméru 88:5:5:2 (v/v)) a slozka B (methanol, MTBE a octan amonny
(20:78:2 (v/v)). Eluce je opét gradientova [85].
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Karotenoidy mohou byt analyzovany i pomoci NP-HPLC, kdy je vzorek rozpustén v hexanu
a nasledn¢ analyzovan. Staciondrni fazi tvofi Castice se substituovanym uhlikovym fetézcem,
ktery tak ma polarni charakter. Mobilni fazi je roztok isooktanu a isopropanolu (99:1 (v/v)),
eluce je isokraticka. Pro detekci latek je pouzit UV detektor [86].

2.5.4 Fytosteroly

Pro stanoveni celkovych fytosterolli se vyuzivd metoda s Liebermann-Burchardovym
¢inidlem. Vzorek je rozpustén v chloroformu a nasledné je k nému pfidano Liebermann-
Burchardovo ¢inidlo, které obsahuje anhydrid kyseliny octové a koncentrovanou kyselinu
sirovou v poméru 60:5 (v/v). Vzorek je poté méten pomoci UV-VIS spektrofotometru pfti
vinové délce 625 nm. Koncentrace celkovych fytosteroli je vypocitana z kalibracni fady
pouzitého standardu vybrané¢ho fytosterolu, napiiklad stigmasterolu, nebo B-sitosterolu
(struktura B-sitosterolu, viz Obrazek 10) [87].

Pii stanoveni jednotlivych fytosteroli pomoci HPLC nebo GC byva nejcastéji pred
samotnou analyzou zafazena saponifikace zmydelnitelnych latek, nebot’ tyto latky mohou
interferovat s fytosteroly a branit tak jejich separaci [79, 80, 88].

Jednou z téchto metod je stanoveni fytosterolti pomoci RP-HPLC. Vzorek je zmydelnén
ethanolickym roztokem hydroxidu draselného. Nésledné jsou lipidické latky extrahovany
do diethyletheru a piecistény ptidanim vody, do které jsou extrahovany zmydelnéné latky
a dalsi polarni slouéeniny. Diethyletherova vrstva je odebrana a rozpoustédlo je odpafeno
ve vakuové odparce. Nasledné je vzorek rozpusStén v ethanolu a analyzovan. Stacionarni fazi
tvori ¢astice s navazanym uhlovodikovym fetézcem Cig @ mobilni fazi tvoii roztok methanolu
a vody Vv poméru 98:2 (v/v), eluce je isokraticka. Pro detekci slouzi odpafovaci detektor
rozptylu svéta [88].

Pro stanoveni fytosterolil bez nutnosti saponifikace se vyuziva analyzy pomoci NP-HPLC-
DAD-MS/MS, diky které mohou byt detekovany a identifikovany fytosteroly bez piedchozi
upravy vzorku. Oproti pouziti HPLC s reverznimi fazemi je délka této analyzy mnohem kratsi
a zaroven dochazi i klepsi separaci latek vzorku. Vzorek je pouze rozpustén v hexanu
a nasledné analyzovan. Staciondrni fazi tvofi ¢astice s polarnimi fetézci, mobilni faze ma dvé
slozky (hexan a ethylacetat), eluce je gradientova [89].

Obrazek 10 Chemicka struktura [-sitosterolu

Pro stanoveni jednotlivych fytosteroli pomoci plynové chromatografie se pouziva obou
metod, které jsou popsany v kapitole 2.5.2 Tokoferoly — metody stanoveni tokoferoltt pomoci
GC, kde je mimo saponifikace zafazen 1 krok derivatizace tokoferoll, respektive fytosterolil
[79, 80].
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2.5.5 Antioxida¢ni aktivita

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity je v ptipad¢ tukovych vzorki nejprve potieba extrahovat
polarni antioxidac¢ni latky, pfedevsim fenolické slouceniny. Je tedy potieba vyuzit nékteré z jiz
vyse zminénych extrakénich postupt (kapitola 2.5.1 Fenolické latky). Jako extrakéni ¢inidlo se
nejéastéji vyuziva methanol, ethanol, nebo jejich vodou fedéné roztoky, ¢i DMSO [67-69],
piipadné extrakce SPE nebo LLE [70-72].

Jednou zmetod stanoveni antioxidacni aktivity je metoda S pouzitim ABTS
(2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)), pii které je sledovana schopnost vzorku
zhaset kation-radikal ABTSe*. Jedna se tedy o metodu, kterd je zaloZena na eliminaci
syntetickych radikalt, ve které jsou antioxidac¢ni latky donorem vodiku [90].

V této metod¢ je extrakt vzorku smichén s roztokem ABTS, smés je ponechdna ve tmé
a nasledné¢ je méfena absorbance vzorku pomoci UV-VIS spektrometru pii vinové délce
734 nm. Schopnost vzorku zhaset radikal ABTSe* je nasledné porovnana se standardem,
kterym je derivat vitaminu E — kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
neboli Trolox [67, 90].

Podobnou metodou je i méfeni schopnosti vzorku zhaset radikal DPPH (1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Jedna se opét o metodu eliminace syntetickych radikald, pti které
je radikal DPPH redukovan za vzniku stabilniho difenylpikrylhydrazinu (DPPH-H). Podobné
jako v metodé s ABTS je extrakt vzorku smichan s roztokem DPPH, ponechan ve tmé a poté je
meéfena jeho absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 517 nm.
Antioxidac¢ni aktivita vzorku je opét porovnana se standardem Troloxu [67, 69, 70, 90].

Metodou zalozenou na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek je metoda FRAP (ferric
reducing antioxidant potential). V této metodé dochazi k redukci zelezitych iontt na zeleznaté
ionty, konkrétné se jedna o redukci komplexu Fe®'-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin (neboli
Fe3*-TPTZ) na komplex Fe**-TPTZ [67-69, 90].

Extrakt vzorku je smichan s pufrem (pH 3,6) a komplexem zelezitych iontd a nasledné je
zmétena absorbance vzniklych zeleznatych iontti pomoci UV-VIS spektrofotometru pfi vinové
délce 593 nm. Hodnota redukéniho potencidlu vzorku je vypocitana z kalibracni fady siranu
zeleznatého [67-69, 90].

Nevyhodou této metody je nutnost dodrzeni pH reakce na hodnoté 3,6, dile nedochdzi
k redukci iont thioly a pomalu reagujicimi fenolickymi latkami. Celkova antioxidacni aktivita
se tak nemusi shodovat s hodnotou zjisténou touto metodou [90].

2.6 Moznosti analyzy tukovych zakladu

2.6.1 Stanoveni suSiny

Navazka vzorku je suSena pfi zvolené teploté (nejcastéji 105 °C). SuSeni za normdlnich
podminek probiha do konstantni hmotnosti. V pifipadé tuki nejprve klesa hmotnost vzorku
odparovanim vody, ale nasledn¢ roste, nebot’ vlivem teploty vznikaji rizné oxidacni produkty.

cvwr
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2.6.2 Stanoveni tukovych charakteristik

2.6.2.1 Cislo zmydelnéni

Volné i vazané mastné kyseliny ve vzorku jsou zmydelnény varem s nadbytkem
ethanolického hydroxidu sodného. Nasledné je piebytek nezreagovaného hydroxidu stanoven
zpétnou titraci kyselinou chlorovodikovou na fenolftalein. Koncentrace volnych i vazanych
mastnych kyselin (Cislo zmydelnéni) je vyjadiena jako hmotnost hydroxidu draselného
potiebna k neutralizaci mastnych kyselin na hmotnost vzorku [91, 93].

2.6.2.2 Cislo kyselosti

V této metod¢ je stanovena koncentrace pouze volnych mastnych kyselin ve vzorku tuku.
Vzorek je rozpustén v ethanolu a nasledné¢ ihned titrovan odmémym roztokem hydroxidu
draselného na fenolftalein. Koncentrace volnych mastnych kyselin (¢islo kyselosti) je vyjadiena
v hmotnosti hydroxidu draselného potiebna k neutralizaci na hmotnost vzorku [91, 94].

2.6.2.3 Esterové cislo

Toto ¢islo vyjadiuje koncentraci vazanych mastnych kyselin. Jeho stanoveni se provadi
pouhym vypocétem rozdilu hodnot ¢isla zmydelnéni a Cisla kyselosti. Esterové Cislo je opét
vyjadieno jako hmotnost hydroxidu draselného pottebnd k neutralizaci vazanych mastnych
kyselin na hmotnost vzorku [91, 95].

2.6.2.4 Jodové ¢islo (metoda podle Hanuse)

Jodové cislo vyjadiuje koncentraci nenasycenych mastnych kyselin. Vzorek je rozpu§tén
Vv chloroformu, nasledné je pfidan jodmonobromid a vzorek je ponechén ve tmé. Béhem této
doby se jod aduje na nenasycené vazby. Poté je ke vzorku piidan jodid draselny, ktery reaguje
se zbylym jodmonobromidem za vzniku bromidu draselného a jodu. Jod je nasledné stanoven
titraci odmérnym roztokem thiosiranu sodné¢ho na Skrobovy maz. Jodové ¢islo je vyjadieno
jako hmotnost jodu adovaného na 100 g vzorku [91, 96].

2.6.2.5 Peroxidové cislo

Toto ¢islo vyjadiuje mnozstvi peroxida v tuku. Peroxidy vznikaji oxidaci mastnych kyselin
a udavaji miru zluklosti tuku, respektive stafi tuku ¢i ukazuji na nevhodné podminky béhem
jeho skladovani, nebot’ ptitomnost peroxidid se zvysuje s dobou skladovani, teplotou nebo
svételnym zafenim. Redukce jodidu na jod vSak mize byt rusena redukujicimi latkami,
napiiklad ptitomnymi antioxidanty [91, 97].

Vzorek je rozpustén ve smési kyseliny octové a chloroformu a nasledné je ke vzorku pfidan
jodid draselny. Vzorek je ponechan ve tmé, béhem této doby redukuji ptitomné peroxidy jodid
na jod. Jod je ndsledné stanoven titraci odmérnym roztokem thiosiranu na Skrobovy maz.
Peroxidové ¢islo je vyjadieno v hmotnosti kysliku na hmotnost vzorku [91, 97].

2.6.3 Stanoveni mastnych kyselin

2.6.3.1 Volné mastné kyseliny

Stanoveni jednotlivych volnych mastnych kyselin ve vzorku je provedeno pomoci plynoveé
chromatografie, pfi¢emZ volné mastné kyseliny musi byt nejprve derivatizovany pro zvySeni
jejich tékavosti. To se provadi pomoci methanolického (bezvodého) roztoku katalyzatoru
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bortrifluoridu. Ten pii zahiivani esterifikuje mastné kyseliny. Nasledn¢ je ke vzorku pfidan
isooktan a vodny roztok nasyceného chloridu sodného. Isooktanova vrstva obsahujici
esterifikované mastné kyseliny je odebrana, piesusena a analyzovana [98-101].

Stacionarni fazi tvofi vysoce polarni polyethylenglykol. Nosnym plynem je vodik a mastné
kyseliny jsou detekovany pomoci plamenové ioniza¢niho detektoru. Separace methylestert
mastnych kyselin (MEMK) zavisi na délce fetézce, a také na mnozstvi pfitomnych
nenasycenych vazeb v fetézci [100].

2.6.3.2 Celkové mastné kyseliny

Veskeré mastné kyseliny pfitomné ve vzorku jsou stanoveny pomoci kyselé esterifikace.
Nejprve jsou vazané mastné kyseliny prevedeny na methylestery reakci s methanolickym
roztokem hydroxidu sodného. Volné mastné kyseliny vSak vytvaii sodné soli, proto je potieba
ptidat menthanolicky roztok katalyzéatoru bortrifluoridu, ktery ptevadi tyto soli na estery
mastnych kyselin. Po pfidani isooktanu a nasycené¢ho roztoku chloridu sodného jsou veskeré
estery mastnych kyselin extrahovany do isooktanové vrstvy [98, 99]. Ta je po oddé€leni
a pfesuSeni analyzovana pomoci GC-FID za stejnych podminek jako probiha stanoveni volnych
mastnych kyselin [100].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a laboratorni vybaveni

3.11

3.1.2

3.13

Laboratorni pomiicky

e Mikropipeta 1-20 ul, BIOHIT, Finsko

e Mikropipeta 1-100 ul, BIOHIT, Finsko

e Mikropipeta 100-1000 pul, Labopette®, Némecko

e Mikropipeta 100-1000 ul, Sartorius, Némecko

e Stiikackové filtry Nylon 0,45 pm, Chromservis, Ceska republika
o Stifkagkové filtry PTFE 0,45 um, Chromservis, Ceska republika
e Sklenéna kyveta, Thermo Fischer scientific, USA

e B¢&zné laboratorni sklo a pomticky

e Vialky o objemu 2 a4 ml

e Lednice

Laboratorni pristroje

e Topné hnizdo 100 ml, BRNENSKA DRUTEVA, Ceska republika

e Termostat INE 400, Memmert, Némecko

e Horkovzdus$na susarna UFE550, Memmert, Némecko

e Vodni lazenn PUTRA 10, Julabo, Némecko

e Analytické vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie

e Analytické vahy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko

e Piedvazky EK 600H, A&D Instruments, Japonsko

e UV-VIS spektrometr Helios y, Thermo Fischer scientific, USA

e Centrifuga T52.1, MLW, Némecko

e Vortex MS1 S1, IKA, Némecko

e HPLC-DAD s kolonou Kinetex C1g EVO (150%x4,6 mm; 5 um), Thermo Fischer
scientific, USA

e HPLC-DAD Agilent Infinity 1260 s kolonou Luna Omega Cig Polar (150x3 mm;
3 um), Agilent, USA

e GC-FID TRACE™ GC 2000 s kolonou DB-WAX 23 (60 mx0,25 mmx0,25 pum),
ThermoQuest Italia S. p. A, Italie

Chemikalie

e Ethanol 96 % p. a., Sigma-Aldrich, Némecko

e Hydroxid draselny p. a., PENTA, Ceska republika

e Destilovana voda, FCH VUT

e Fenolftalein

e Kiyselina chlorovodikova 35 %, Lach:ner, Ceska republika

e Kyselina citronova monohydrat p. a., ZMBD chemik s.r.0., Ceska republika
e Jodmonobromid, Alfa Aesar, Thermo Fischer Scientific, USA

e Jodid draselny p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Chloroform pure stab. with amylen, Penta, Ceska republika
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e Thiosiran sodny bezvody pure, Lach:ner, Ceské republika

e Skrob rozpustny p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Kyselina octova 99 % p. a., PENTA, Ceska republika

e Hydroxid sodny p. a., Penta, Ceska republika

e Methanol p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Isooktan p. a., Sigma-Aldrich, Némecko

e Chlorid sodny p. a., Penta, Ceska republika

e Bortrifluorid methanolicky roztok 10 %, Sigma-Aldrich, Némecko

e Siran sodny, bezvody p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Hexan p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Smésny standard methylesterti mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME
mix, Sigma-Aldrich, Némecko

e Anhydrid kyseliny octové, Lach:ner, Ceska republika

e Kyselina sirova 96 % G.R., Penta, Ceska republika

e [-sitosterol Sigma-Aldrich, Némecko

e Acetonitril pro HPLC, Carl ROTH, Némecko

e Ethylacetat pro HPLC, Carl ROTH, Némecko

e Methanol pro HPLC, Carl ROTH, Némecko

e 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol pro HPLC, Carl ROTH, Némecko

e Stigmasterol, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-sitosterol, Sigma-Aldrich, Némecko

e [-karoten, Sigma-Aldrich, Némecko

e Lutein, Sigma-Aldrich, Némecko

e Diethylether, Lach:ner, Ceska republika

e DL-alpha-tocopherol acetate, Sigma-Aldrich, Némecko

e Retinyl palmitate, Sigma-Aldrich, Némecko

e Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Sigma-Aldrich, Némecko

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich, Némecko

e Uhligitan sodny bezvody p. a., Lach:ner, Ceska republika

e Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich, Némecko

e 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat), Sigma-Aldrich, Némecko

e Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich, Némecko

e kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova, Sigma-Aldrich,
Némecko

3.1.4 Plyny pro GC-FID

e Vodik 5.5, SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
e Vzduch 5.0, SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
e Helium 5.0, SIAD v tlakové bombé s reduk¢énim ventilem
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3.2 Material

V této praci byly zkoumany Ctyii vzorky sadla, jeden vzorek mandlového oleje a vzorek
kotfene kostivalu lékarského. SuSeny koten kostivalu Iékatského a tii vzorky kosmetického
sadla byly dodany spole¢nosti Aromatica CZ s.r.o. sidlici ve Slapanicich. Vzorky sadla byly
vyrobeny z plstniho sadla pochazejiciho z némeckych jatek. BEéhem vyrobniho procesu bylo
sadlo nejprve zmrazeno na 2-3 dny, poté rozmrazeno a taveno. Jednotlivé vzorky sadla jsou
rozdéleny do Sarzi dle data vyroby: §. 200106, §. 200203 a §. 200224.

Ctvrty vzorek sadla pochazi od spole¢nosti PILLER s.r.o0. z Roudnice nad Labem. Jedna se
o sadlo potravinaiské, které je urceno ke konzumaci a bylo zakoupeno v bézné obchodni siti.

Mandlovy olej byl dodan spole¢nosti Gustav Heess Oleochemische Erzeugnisse GmbH,
Leonberg, Némecko. Olej byl vyroben z kalifornskych mandli. Lisovani probihalo za studena,
a poté byl olej rafinovan.

Suseny kostivalovy kofen byl skladovan v temnu a suchu v perforované folii pii laboratorni
teploté. Mandlovy olej byl skladovan ve tmavé plastové nadobé pfi laboratorni teploté. Vzorky
sadla byly skladovany pfi teploté do 5 °C.

Potravinarské sadlo slouzilo ptedev§im pro porovnani s kosmetickym sadlem pii analyze
vybranych parametrti tukd. Mandlovy olej byl vybran pro porovnani maceratl tuki s nizkou
a vysokou teplotou tani.

Spole¢nosti Aromatica s.r.o. byla rovnéz dodéna i1 kostivalovd mast, kterd slouZila
k porovnani maceratli piipravovanych pro Ucéely tohoto méfeni. Kostivalova mast navic
obsahovala véeli vosk, vytazek z listi blahovi¢niku kulatoplodého a tokoferol acetat jako
antioxidant. Mast byla skladovana za stejnych podminek jako vzorky sadla a slouzila pro
porovnani pfipravenych maceratl S primyslové vyrobenym produktem.

3.3 Priprava kostivalovych macerati

Maceraty byly piipraveny po konzultaci s vyrobcem kostivalovych masti tak, aby postup
piipravy byl shodny, pfipadné se co nejvice ptiblizoval postupu vyroby pouzivany vyrobcem.
Do Erlenmayerovy baiiky bylo navaZzeno 20 g suseného kostivalového kotene. K navézce bylo
ptidano 200 g sadla, respektive mandlového oleje, banka byla uzaviena a ponechana
V termostatu po dobu 24 hodin pfi teploté 55 °C. Stejny postup byl opakovan dvakrat pro kazdy
vzorek tuku. Poté byl pfipraven jesté kontrolni vzorek, a to pouze s navazkou tuku. Kontrolni
vzorek slouzil pro sledovani zmény ¢isla kyselosti a peroxidového ¢isla oproti maceratim.

3.4 Postupy stanoveni jednotlivych parametru

3.4.1 Stanoveni celkové suSiny suSenim

Do vysusené a predem zvazené hlinikové misky byly s presnosti na 4 desetinna mista navazeny
3 g vzorku. Miska byla umisténa do susarny a vzorek byl susen pfi teplot¢ 105 °C. Suseni
probihalo do zaznamenani minimalni hmotnosti, pfi¢emz celkovd doba suSeni byla 4 hodiny

[91].

3.4.2 Stanoveni ¢isla kyselosti

Do titra¢ni bariky bylo s pfesnosti na dvé desetinna mista navazeno 5 g vzorku. Do banky
bylo ptidano 100 ml ethanolu a obsah barky byl pfiveden k varu na topném hnizd¢. Nésledné
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byly k roztoku pfidany tii kapky fenolftaleinu a obsah banky byl ihned titrovan odmérnym
roztokem ethanolického hydroxidu draselného (0,1 mol-dm=) do réizového zbarveni, které bylo
stalé po dobu 30 s. Vysledné ¢islo kyselosti je uvadéno v mg hydroxidu draselného pottebnych
k neutralizaci 1 g tuku. Standardizace odmérného roztoku hydroxidu draselného byla
provedena pomoci roztoku kyseliny citronové (0,1 mol-dm™3) [91].

3.4.3 Stanoveni ¢isla zmydelnéni

Do baiky s kulatym dnem byly s piesnosti na dvé desetinna mista navazeny 2 g vzorku.
Do baiiky bylo pipetovano 25 ml ethanolického roztoku hydroxidu draselného (0,5 mol-dm)
a obsah banky byl zmydelfiovan na topném hnizd¢ pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut.
Nasledné¢ byly pfidany 3 kapky fenolftaleinu a obsah banky byl za horka titrovan odmérnym
roztokem kyseliny chlorovodikové (0,5 mol-dm) do odbarveni. Stejnym zptisobem, aviak bez
navazky tuku, byl proveden slepy pokus. Vysledné ¢islo zmydelnéni je uvadéno v mg
hydroxidu draselného, potiebnych ke zmydelnéni 1 g tuku. Standardizace odmérného roztoku
hydroxidu draselného byla provedena pomoci odmérného roztoku hydroxidu draselného
(0,1 mol-dm), standardizace roztoku hydroxidu draselného (0,5 mol-dm) pak byla provedena
odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové (0,5 mol-dm) [91].

3.4.4 Stanoveni jodového ¢isla podle Hanuse

Do Erlenmayerovy baniky se zdbrusem bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno
0,5gvzorku. Vzorek byl rozpusttn v 10 ml chloroformu a po piidani 25 ml
jodmonobromidového roztoku a po ovlhéeni zéatky v roztoku jodidu draselné¢ho byla barnka
uzaviena a umisténa na temné misto. Po hoding stani s prubéznym promichéanim bylo ke vzorku
pipetovano 25 ml 10% jodidu draselného a 100 ml destilované vody. Po ptidani $krobového
mazu a protiepani byl obsah baiky titrovan odmémym roztokem thiosiranu sodného
(0,1 mol-dm™) do odbarveni vodné faze. Stejnym zptisobem byl pfipraven i slepy pokus. Jodové
Cislo je vyjadieno v g I, ktery je adovan na 100 g tuku [91].

3.4.5 Stanoveni peroxidového ¢isla

S presnosti na dvé desetinnd mista byly navazeny 3 g vzorku do Erlenmayerovy banky se
zabrusem. Vzorek byl rozpustén v 50 ml smési kyseliny octové a chloroformu (3:2 (v/v))
a nasledné byl ke vzorku pipetovan 1 ml nasyceného roztoku jodidu draselného. Vzorek byl
ponechan ve tmé& po dobu 20 minut a poté k nému bylo pfidano 100 ml destilované vody.
Po pfidani skrobového mazu byl obsah banky titrovan odmérnym roztokem thiosiranu sodného
(0,01 mol-dm™) do odbarveni vodné faze. Peroxidové ¢islo je pak vyjadieno v mmol O, na kg
tuku [91].

3.4.6 Stanoveni volnych a celkovych mastnych kyselin pomoci GC-FID
3.4.6.1 Stanoveni mastnych kyselin kyselou esterifikaci s bortrifluoridem jako
katalyzatorem

Do 50 ml banky s kulatym dnem byla navazena s piesnosti na 4 desetinna mista 0,1 g vzorku.
Ke vzorku byly pfidany 4 ml methanolického roztoku hydroxidu sodného
(0,5 mol-dm) a nasledné byl vzorek saponifikovan na topném hnizdé pod zpétnym chladi¢em
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S prubéznym promichavanim. Saponifikace probihala do vymizeni kapek tuku na hladiné
roztoku (ptiblizn¢ 10 minut) [98, 99].

Poté bylo ptes zpétny chladi¢ piiddno 5 ml 10% methanolického roztoku bortrifluoridu.
Po 30 minutach od zacatku varu byly do baiky pfidany 3 ml isooktanu a var byl ukoncen.
Po pridani 20 ml nasycené¢ho roztoku chloridu sodného (NaCl) byla banka protiepana
a po doplnéni banky roztokem NaCl po hrdlo byly pipetovany 2 ml isooktanové vrstvy
do 4ml vialky. Kisooktanu bylo pfidano malé mnozstvi bezvodého siranu sodného pro
odstranéni zbytkové vlhkosti. 1 ml bezvodého roztoku byl pipetovan do vialky a analyzovan
pomoci GC-FID [98-100].

Identifikace mastnych kyselin byla provedena porovnanim reten¢nich ¢asu s retenénimi ¢asy
standardli (Tabulka 2 a pfiloha 1). Kvantifikace byla provedena vypoctem ze znamé
koncentrace a plochy piku standardu (Tabulka 2) a namétené plochy piku methylesteru mastné
kyseliny [98-100].

3.4.6.2 Stanoveni volnych mastnych kyselin kyselou esterifikaci s bortrifluoridem jako
katalyzdtorem

Do 50 ml banky skulatym dnem byla navazena S piesnosti na 4 desetinnd mista
0,1 g vzorku. Ke vzorku bylo napipetovano 5 ml 10% methanolického roztoku bortrifluoridu
anasledné¢ byla smés pfivedena k varu. Po tfech minutich varu byly do baiky ptidany
3 ml isooktanu a var byl ukoncen. Po piidani 20 ml nasyceného roztoku chloridu sodného
(NaCl) byla banka protfepana a po doplnéni baiky roztokem NaCl po hrdlo byly pipetovany
2 ml isooktanové vrstvy do 4ml vialky. K isooktanu bylo pfidano malé mnozstvi bezvodého
siranu sodného pro odstranéni zbytkové vlhkosti. Nasledné¢ byl 1 ml bezvodého roztoku
pipetovan do vialky a analyzovan pomoci GC-FID [98-100]. Identifikace a kvantifikace
MEMK viz kapitola 3.4.6.1.

Tabulka 1 Nastavend GC-FID metoda [100]

Ptistroj TRACE™ GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A, Itlie)
Kolona DB-WAX 23 (60 mx0,25 mmx0,25 um)
Teplota injektoru 250 °C

Davkovani bez délice toku (splitless)

Objem néstiiku 1 ul

Doba bezdélicového davkovani 5 minut

Nosny plyn dusik

Pritok nosného plynu 0,5 ml/min

Detektor FID

Teplota detektoru 250 °C

Pritok vzduchu 350 ml/min

Pritok vodiku 35 ml/min

Make-up dusiku 30 ml/min

Celkova doba analyzy 47 minut
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Tabulka 2 Smés standardit MEMK (Tr — retencni ¢as MEMK, cs — koncentrace standardii

MEMK, Ps — plocha standardit MEMK, Mwvewvk — molekulova hmotnost MEMK, Mk —
molekulova hmotnost MK) [102]

ZKraceny
i . Tr Cs Ps Mwmemk Mk

Nev ik Zlf/lplls [min] | [mgml?] | [mV:s] | [g'mol™] | [g'mol™]
Kyselina maselna C4:.0 4,35 0,04 3125173 | 102,133 88,106
Kyselina kapronova C6:0 5,59 0,04 3194222 | 130,187 | 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,75 0,04 4061317 | 158,241 | 144,214
Kyselina kaprinova C10:0 7,88 0,04 4223169 | 186,295 | 172,268
Kyselina undekanova C11:0 8,5 0,02 2210409 | 200,322 | 186,295
Kyselina laurova C12:0 9,20 0,04 4640412 | 214,349 | 200,322
Kyselina tridekanova C13:0 10,00 0,02 2365835 | 228,376 | 214,349
Kyselina myristova C14:0 10,96 0,04 4953419 | 242,403 | 228,376
Kyselina myristoolejova C14:1% 11,39 0,02 2366989 | 240,387 | 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 12,08 0,02 2470555 | 256,430 | 242,403
Kyselina cis-10-pentadecenova C15:121° 12,59 0,02 2447994 | 254,414 | 240,387
Kyselina palmitova C16:0 13,41 0,06 8071065 | 270,457 256,43
Kyselina palmitoolejova C16:1% 13,83 0,02 2520590 | 268,441 | 254,414
Kyselina heptadekanova C17:0 14,92 0,02 2544888 | 284,484 | 270,457
Kyselina cis-10-heptadecenova C17:1210 15,40 0,02 2489531 | 282,468 | 268,441
Kyselina stearova C18:0 16,63 0,04 5174886 | 298,511 | 284,484
Kyselina olejova C18:1% 17,06 0,04 9238057 | 296,495 | 282,468
Kyselina linolova C18:2%912 17,96 0,02 4897549 | 294,479 | 280,452
Kyselina y-linolenova C18:346912 18,62 0,02 2376273 | 292,463 | 278,436
Kyselina o-linolenova C18:3%%1215 | 1938 0,02 2266846 | 292,463 | 278,436
Kyselina arachova C20:0 21,08 0,04 4888960 | 326,565 | 312,358
Kyselina cis-11-eikosenova C20:1211 21,71 0,02 2433557 | 322,533 | 308,506
Kyselina cis-11,14-eikosadienova C20:2A1114 23,20 0,02 2504386 | 322,533 | 308,506
Kyselina heneikosanova C21:0 24,18 0,02 4522345 | 340,592 | 326,565
;1{2222?6‘3;%“’14' C20:3%81L14 | 2499 | 0,02 | 2016421 | 320,517 | 306,490
Kyselina arachidonova C20:42>811.4 | 2555 0,02 2213031 | 318,501 | 304,474
;{Z‘Zggﬁ‘e‘zjél’l“’l?' C20:3MM417 | 2595 | 0,02 | 1767455 | 316,485 | 302,458
Kyselina behenova C22:0 27,68 0,04 2046415 | 354,619 | 340,592
Kyselina eikosapentaenova C20:5 28,27 0,02 4092799 | 316,477 | 302,451
Kyselina erukova C22:1213 29,31 0,02 2010098 | 352,603 | 338,576
Kyselina cis-13,16-docosadienova | C22:241316 31,84 0,02 1902903 | 350,587 | 336,560
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3.4.7 Stanoveni celkovych fytosteroli pomoci UV-VIS spektrometrie

Priprava kalibracni krivky: Ze zakladniho roztoku standardu (-sitosterolu (1 g/l) bylo
piipraveno pét roztoki kalibracni fady o koncentraci 20, 40, 60 a 100 mg/l. Pro méfeni kalibrace
byl do odmérnych banék pipetovan 1 ml roztoku standardu a k nému byly pfidany
2 ml Liebermann-Burchardova ¢inidla (roztok 50 ml anhydridu kyseliny octové
a 5 ml koncentrované kyseliny sirové). Banka byla doplnéna po rysku chloroformem
a protfepana. Po dvou minutach byla spektrofotometricky méfena absorbance vzorku pii
vlnové délce 625 nm. Jako blank byl pouzit chloroform [87]. Poté byl sestaven graf (ptiloha 2)
a vypocitana rovnice kalibra¢ni pfimky (rovnice 1).

y = 3,18548 - x — 0,03391 1)

Mereni vzorkii: S ptesnosti na Ctyfi desetinna mista bylo navazeno 0,5 g vzorku. Vzorek byl
rozpustén piidanim 10 ml chloroformu. Nésledné¢ byl do suché zkumavky pipetovan
1 ml vzorku, k nému byly ptidany 2 ml Liebermann-Burchardova ¢inidla a roztok byl doplnén
chloroformem na vysledny objem 5 ml. Poté byla spektrofotometricky méfena absorbance
vzorku pfi vinové délce 625 nm [87].

3.4.8 Stanoveni fytosteroli a karotenoidii pomoci HPLC-DAD

Do zkumavky bylo s ptesnosti na Ctyii desetinna mista navazeno 0,2 g vzorku. Vzorek byl
rozpustén v 10 ml smési acetonitrilu a ethylacetatu (2:1 (v/v)). Nasledné byl vzorek filtrovan
ptes stiikackovy filtr (PTFE (polytetrafluorethylen), porozita 0,45 um) do vialky a analyzovan
[85, 89].

Tabulka 3 Nastavend HPLC metoda [85, 89]

Ptistroj Thermo Fischer Scientific, USA
Kolona Kinetex C1s EVO (150 x 4,6 mm; 5 um)
SloZeni mobilni faze A ACN:MeOH:TrisHCI — 84:2:14
Slozeni mobilni faze B MeOH:Ethylacetat — 60:40
Pritok mobilni faze 1 ml/min
Objem néstiiku 20 pl
Detektor DAD
Vlinova délka detekce 285 nm (fytosteroly), 445, 455 (karotenoidy)
Délka analyzy 25 min
Gradient:

0-13 minut — 100 % A — 100 % B
13-19 minut -100 % B
19-20 minut —100 % B — 100 % A
20-25 minut —100 % A

Rovnice kalibra¢ni piimky pro p-sitosterol:

y =19714,32 - x + 40908,1 (2)
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Rovnice kalibra¢ni pfimky pro stigmasterol:
y =47678,73 - x + 28028,7 3)
Rovnice kalibra¢ni pifimky pro p-karoten:
y = 322802 -x — 838301 4)
Rovnice kalibra¢ni piimky pro lutein:

y = 3313829,42 - x — 24693,26 ()

3.4.9 Stanoveni celkovych karotenoidi pomoci UV-VIS spektrometrie

Priprava kalibracni krivky: Ze zékladniho roztoku standardu B-karotenu (1,5 g/l) bylo
ptipraveno pét roztokt kalibra¢ni fady o koncentraci 0,05; 0,1; 0,25; 0,75 a 1;5 g/l. Nasledné
byla spektrofotometricky méfena absorbance roztoku pii vlnové délce 450 nm a vypocitana
rovnice kalibra¢ni piimky (rovnice 6). Graf kalibra¢ni piimky viz piiloha 3. Jako blank byl
pouzit hexan [69, 82].

y = 0,2492245 - x + 0,0009110 (6)

Meéreni vzorku: Do zkumavky bylo s pfesnosti na ¢tyfi desetinna mista navazeno 0,5 ¢
vzorku. Vzorek byl rozpustén piiddnim 10 ml hexanu a pfecistén 0,5 ml 0,5% roztoku chloridu
sodného. Vzorek byl vortexovan a centrifugovan. Nésledné byla spektrofotometricky métena
absorbance hexanové vrstvy pii 450 nm [82].

3.4.10 Stanoveni tokoferoli pomoci HPLC-DAD

Do zkumavky bylo s pfesnosti na ¢tyfi desetinna mista navazeno 0,5 g vzorku. Vzorek byl
rozpustén v 10 ml diethyletheru. Nasledné byl vzorek filtrovan pies stiikackovy filtr (Nylon,
porozita 0,45 um) do vialky a analyzovan [77, 102].

Rovnice kalibra¢ni pfimky pro DL-a-tokoferol acetat:
y =19714,32 - x + 40908,1 (7
Tabulka 4 Nastavend HPLC metoda [75-77, 103]

Ptistroj Agilent Infinity 1260, USA

Kolona Luna Omega Cig Polar (150 x 3 mm; 3 pm)
Slozeni mobilni faze ACN:MeOH - 60:40

Pratok mobilni faze 1 ml/min

Objem nastiiku 5ul

Teplota kolony 30 °C

Detektor DAD

VInova délka detekce 285 nm

Délka analyzy 15 min
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3.4.11 Stanoveni celkovych fenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Priprava kalibracni krivky: Ze zakladniho roztoku standardu kyseliny gallové (1 g/l) bylo
piipraveno pét roztokd kalibrac¢ni fady o koncentraci 10, 20, 50, 100 a 250 mg/l. Pro méifeni
kalibra¢ni kiivky byl do zkumavek pipetovan 1 ml zftedéného Folin-Ciocalteuova (1:9) ¢inidla
1 ml vody a 0,1 ml jednotlivych standardti. Obsah zkumavek byl promichan a ponechan ve tmé
[67]. Po 5 minutach byl do zkumavek piidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného
a obsah zkumavek byl promichan. Po 15 minutach stani byla zméfena absorbance pii vinové
délce 750 nm. Blank byl pfipraven stejnym zptisobem jako kalibra¢ni fada, avSak objem
piidaného roztoku standardu byl nahrazen stejnym mnozstvim destilované vody. Z naméfenych
hodnot byl sestaven graf (pfiloha 4) a vypocitana rovnice kalibra¢ni ptimky (rovnice 8) [67].

y =0,002304 - x (8)

Meéreni vzorku: S ptesnosti na Ctyfi desetinnd mista byl do zkumavky navazen 1 g vzorku.
Fenolické latky byly nasledné¢ extrahovany do DMSO, kdy byl obsah zkumavky nejprve
vortexovan a nasledné centrifugovan. Postup stanoveni vzorku je shodny jako pfi méfeni
kalibra¢ni zavislosti, pouze bylo misto 0,1 ml standardu pipetovano 0,1 ml extraktu vzorku.
Celkové fenolické latky jsou pak vyjadieny jako ekvivalent hmotnosti kyseliny gallové
ku hmotnosti vzorku [67].

3.4.12 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS

Priprava pracovniho roztoku ABTS: Zakladni roztok ABTS byl pfipraven rozpuSténim
ABTS a peroxodisiranu draselného ve vodé. Vysledna koncentrace ABTS ¢inila 7 mmol-dm™
a vysledna koncentrace peroxodisiranu draselného ¢inila 2,45 mmol-dm=. Tento roztok byl
ponechan ve tmé po dobu 12 hodin. Ze zékladniho roztoku ABTS o koncentraci 7 mmol-dm
byl fedénim 60% ethanolem piipraven pracovni roztok, jehoz absorbance pti 734 nm, méfena
spektrofotometricky, byla rovna hodnoté¢ 0,70 +0,02, pii¢emz jako blank byl pouzit
60% ethanol. Nasledné byl do kyvety pipetovan 1 ml pracovniho roztoku, k nému bylo ptidano
10 pl destilované vody a ihned byla méfena jeho absorbance. Takto byla stanovena absorbance
v ¢ase nula (Ao), od které se nasledné pii vypoctu antioxidacni aktivity odeéitaly vSechny
métené hodnoty [67].

Priprava kalibracni kfivky: Ze zakladniho roztoku Troloxu (400 mg/l) bylo pfipraveno osm
roztoku kalibraéni fady o koncentraci 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 a 400 mg/l. Z takto
pripravenych roztokl byl postupné do kyvety pipetovan objem 10 pl, ke kterému byl ptidan
1 ml pracovniho roztoku ABTS. Pot¢ byla kyveta ponechana ve tmé a po deseti minutach byla
spektrofotometricky méfena absorbance (A1) roztoku pfi vinové délce 734 nm, ktera byla
odectena od absorbance Ao. Z téchto hodnot byl nasledné sestaven graf (pfiloha 5) a vypocitana
rovnice kalibra¢ni ptimky (rovnice 9) [67].

y = 0,001416 - x (9)
Kde y je hodnota Ao — A1o
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Mereni vzorku: Extrakce vzorku byla provedena podle postupu v kapitole 3.3.11 Stanoveni
celkovych fenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Méfeni antioxida¢ni aktivity pak bylo
provedeno stejné jako v ptipad¢ kalibracni fady, ovSem objem standardu byl nahrazen objemem
vzorku. Vysledna antioxidac¢ni aktivita je vyjadfena v ekvivalentu hmotnosti Troloxu
ku hmotnosti vzorku [67].

3.5 Statistické zpracovani vysledkii

Stanoveni jednotlivych parametrii bylo u vSech vzorki opakovéno tiikrat. Namétené
hodnoty byly nasledné zpracovany v programu MS Excel 365. Vysledky méfeni jsou prumérna
hodnota méfeni = smérodatnd odchylka. Ve sloupcovych diagramech jsou smérodatné
odchylky znazornény pomoci chybovych tsecek.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Charakterizace tukovych zaklada

4.1.1 Stanoveni suSiny

Tabulka 5 Stanovené hodnoty susiny v % hmotnosti vzorku

SuSina (%)
Potravinaiské sadlo 99,84 + 0,04
S. 200106 96,65 £ 0,10
S. 200203 96,59 £ 0,07
S. 200224 99,74 + 0,01
Mandlovy olej 99,94 + 0,01
100,0 -
99,5 +
99,0 A
& 985 1
té: 98,0 -
Z/%) 97,5 -
97,0 1
96,5 A - -
96,0

Potravinaiské  S. 200106 S. 200203 S.200224  Mandlovy olej
sadlo

Graf 1 Obsah susiny jednotlivych vzorkii v % hmotnosti vzorku

Z Tabulky 5 a Grafu 1 vyplyva, Zze nejvyssi hodnota celkové suSiny byla stanovena
v mandlovém oleji (99,94 + 0,01 %), nejniz§i hodnoty pak byly stanoveny pro vzorky
kosmetickych sadel Sarze 200106 a 200203, pficemz se obé tyto hodnoty liSi pouze v rdmci
smérodatnych odchylek.

Z literatury vyplyva, Ze obsah vody v sadle se pohybuje okolo hodnoty 0,01 % [103], této
hodnoty tak zadny vzorek nedosahuje. Vyhlaska MZe stanovuje maximalni hodnotu t€kavych
latek vsadle pti 105°C na 0,3 % [105]. Této hodnoté tak odpovida pouze vzorek
potravinatského sadla a vzorek Sarze 200224. Naméiené hodnoty primyslového partnera pro
celkovou susinu kosmetickych sadel ¢ini 95,99 % pro Sarzi 200106, 97,74 % pro Sarzi 200203
a 99,54 % pro sarzi 200224. Namétena hodnota pro vzorek §. 200106 se tak 1isi pouze o 0,7 %,
pro vzorek §. 200203 byl rozdil hodnot 1,0 % a u vzorku §. 200224 ¢inil rozdil hodnot pouhé
0,2 %. Lze tedy fict, Ze rozdil mezi obéma hodnotami u vSech vzorkl je minimalni, pfestoze
celkova suSina byla ve spoleCnosti priimyslového partnera stanovena pomoci piesnéjSich
susicich vah na pfistroji Mettler Toledo HG63 pti 103 °C.
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Hodnota celkové susiny pro mandlovy olej v literatuie ¢ini 0,55 % [106], dalsi zdroj pak
udava hodnotu 4,41 % [35]. Stanovena susina vzorku mandlového oleje tak odpovida spise

prvnimu tdaji, pfi¢emz rozdil obou hodnot je ptiblizné 0,5 %.

4.1.2 Stanoveni tukovych ¢isel

Cislo kyselosti je vyjadieno vmg KOH/g vzorku, &islo zmydelnéni je vyjadfeno

v mg KOH/g vzorku, jodové ¢islo je vyjadieno v g 12/100 g vzorku a peroxidové Eislo je

vyjadieno v mmol Oz/kg vzorku.

Tabulka 6 Vysledky stanoveni cisla kyselosti (CK), ¢isla zmydelnéni (CZ), jodového cisla

(JC) a peroxidového cisla (PC) pro jednotlivé vzorky tuku

CK (mg/g) CZ (mg/g) | JC (g/100 g) | PC (mmol/kg)
Potravinaiské sadlo | 1,05+ 0,02 190,7 +2,2 56,2+ 0,4 1,70 +0,09
S. 200106 1,28 + 0,08 1903 + 0,4 503+22 1,29 0,21
S. 200203 1,78 + 0,04 190,2 + 0,9 512421 0,85 + 0,04
S. 200224 2,35+ 0,04 191,8+ 1,6 48,6 +1,3 1,24 + 0,09
Mandlovy olej 0,35+ 0,04 186,0 + 0,5 99,3+ 2,0 2,04+ 0,03
2,5 -
~ 2,0 7
o0
&
g
= 1,5 7
ke
2
21,0 -
©
T o5 -
]

Potravinaiské  S. 200106 S. 200203 S. 200224

sadlo

Mandlovy olej

Graf 2 Cislo kyselosti vzorkii v mg KOH/g vzorku

Z Tabulky 6 a Grafu 2 je patrné, Ze nejvyssi hodnota Cisla kyselosti byla stanovena pro
mandlového oleje. Ze Ctyf vzorkil sadel byla nejnizsi hodnota ¢isla kyselosti stanovena pro
potravinaiské sadlo. Vzhledem k tomu, Zze mezi tfemi Sarzemi kosmetickych sadel byla nejvyssi
hodnota stanovena pro vzorek s nejmladsim datem vyroby, se da usuzovat, Ze hodnota Cisla
kyselosti u téchto vzorkd neni zavisla na datu vyroby a na postupné hydrolyze esterickych
vazeb triacylglycerolt v pribéhu skladovani, ale spiSe na slozeni vstupni suroviny, piipadné
I na vyrobnim procesu.
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Vyhlaska MZe udava maximalni hodnotu ¢isla kyselosti na 2,5 mg/g [104]. Stanovené Cislo
kyselosti u v8ech ¢tyt vzorki je nizsi nez tato hodnota, a to o 1,45-0,15 mg/g.

Literatura udava maximalni hodnotu ¢isla kyselosti pro rafinované tuky a oleje na 0—1 mg/g
[91]. Vzorek rafinovaného mandlového oleje se tak nachazi v tomto intervalu. Dalsi literarni
zdroj uvadi hodnotu ¢isla kyselosti pro mandlovy olej, ktera ¢ini 0,78 mg/g [105]. Tato hodnota
je 2,2x vys8i nez namétena hodnota vzorku.

194 -
193 A

184

Potravinaiské  S. 200106 S. 200203 S.200224  Mandlovy olej
sadlo
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1

Graf 3 Cislo zmydelnéni vzorkii v mg KOH/g vzorku

Z Tabulky 6 a Grafu 3 vyplyva, Ze stanovena hodnota ¢isla zmydelnéni se u vzorkl sadla
1181 pouze v ramci smérodatné odchylky a Ze tyto hodnoty jsou vyssi o 2,3-3,1 % nez hodnota
¢isla zmydelnéni u vzorku mandlového oleje. To znamend, ze mandlovy olej obsahuje vyssi
podil nezmydelnitelnych latek, a ma tak nizsi podil tuku.

Hodnota ¢isla zmydelnéni u vzorkd sadla ¢ini 190,2-191,8 mg/g, coz odpovida intervalu
hodnot ¢isla zmydelnéni pro sadlo z literatury (190-200 mg/g) [91, 104].

Hodnota c¢isla zmydelnéni mandlového oleje se pak nachdzi v intervalu hodnot c¢isla
zmydelnéni pro rostlinné oleje (185-190 mg/g) [91]. Dalsi zdroj uvadi hodnotu 168,27 mg/g
[105]. Vzorek mandlového oleje se s touto hodnotou 1isi 0 9,5 %. U vzorku mandlového oleje
se tak mize jednat o vyssi stupen rafinace. Dalsi zdroj uvadi interval 178-201 mg/g [39],
v tomto intervalu se nachazi 1 méteny vzorek.

Hodnoty jodovych ¢isel vzorkd jsou uvedeny v Tabulce 6 a Grafu 4. Z téchto hodnot
vyplyva, ze jodové Cislo mandlového oleje je oproti vzorkiim sadla vétsi piiblizneé 1,8-2,0x,
coz odpovida vyssi nanesycenosti fet€zcli mastnych kyselin u mandlového oleje. Literatura
udava pro mandlovy olej interval hodnot jodového ¢isla 95,5-104,7 [39], kam tedy spada
I vzorek mandlového oleje.

Z Grafu 4 je patrné, Ze u vzorku sadla byla nejvyssi hodnota jodového ¢isla stanovena pro
potravinaiské sadlo, pficemz Sarze kosmetickych sadel 200106, 200203 a 200224 se mezi sebou
1i81 pouze v ramci statistické chyby. VSechny vzorky sadla se také svou hodnotou jodového
Cisla nachazeji v intervalu 45-70 g/100 g, ktery udava literatura [91, 104].
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Graf 5 Peroxidové cislo vzorkit v mmol O./kg vzorku

Z hodnot peroxidového ¢isla z Tabulky 6 a Grafu 5 lze usoudit, Ze vSechny vzorky lze
z hlediska této hodnoty povaiovat za Cerstvé tuky (0-16 mmol/kg [91]). Nejvyééi hodnoty

Cvwr

U vSech vzorki se tak da fict, Ze podminky skladovani byly zvoleny spravne.
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4.1.3 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC-FID

Tabulka 7 Zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych vzorcich v %, ND — nebyla detekovina

ZKraceny zapis PotraYinéf‘ské &. 200106 &. 200203 &, 200224 Mandl.ovy
MK sadlo olej
C4:0 0,38 0,03 0,49+0,01 | 0,33+£0,03 | 0,29+0,02 0,37 £0,05
C6:0 0,09 £ 0,01 0,12+0,01 | 0,09+0,00 [ 0,07+0,01 0,09 + 0,01
C8:0 0,11 +0,01 0,06 +0,00 | 0,060,01 | 0,04=+0,01 0,07 £0,00

C10:0 0,47 + 0,06 0,25+0,03 | 0,10£0,01 | 0,16+0,01 0,43 +0,05
C11:0 0,06 + 0,00 0,03+0,00 | 0,02+0,00 [ 0,02=+0,00 0,03 +£0,00
C12:0 0,20 + 0,02 0,15+0,01 | 0,16+0,01 | 0,14+0,01 0,01 +£0,00
C13:0 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 | 0,00+0,00 [ 0,00=+0,00 0,01 £0,00
C14:0 2,47 +0,22 2,24+0,06 | 2,46+0,16 | 2,25+0,09 0,11+0,01
Cl14:1 0,22 +£0,01 0,06 £0,00 | 0,02+0,00 [ 0,03=+0,00 0,05+ 0,00
C15:0 0,07 £0,01 0,06 +£0,00 | 0,08+0,00 [ 0,07+0,01 0,02 + 0,00
C15:1 0,03 +0,00 0,02+0,00 | 0,01 £0,00 | 0,01=+0,00 ND
C16:0 37,51 +1,46 |36,84+1,37 | 33,60+1,04 | 36,53 +1,34 | 10,13 +0,78
C16:1 2,76 £ 0,08 2,72+0,02 | 3,00+£0,24 | 2,72+0,10 0,58 £0,06
C17:0 0,32 £0,02 0,31+0,00 | 0,33+£0,04 | 0,36+0,00 0,05+ 0,00
Cl7:1 0,24 £ 0,02 0,25+0,01 | 0,33+0,04 | 0,28+0,02 0,06 £+ 0,00
C18:0 14,71+ 0,46 |1537+0,74 | 9,51 +0,44 | 16,18+0,39 | 2,97+0,13
C18:1cis 30,21 +£1,21 |31,47+1,07 | 39,63+0,69 | 32,25+0,92 | 59,31 +1,30
C18:2cis 7,15+0,45 7,55+£0,27 | 7,27+0,95 | 6,87+0,36 | 24,42+ 0,62
C18:3n6 0,03 +0,00 0,04 £0,00 | 0,04+0,00 [ 0,04=+0,00 ND
C18:3n3 0,60 + 0,01 0,70+0,03 | 0,63+0,00 | 0,48 +0,03 0,26 +0,03
C20:0 0,07 +£ 0,01 0,06 +0,00 | 0,06+0,00 [ 0,07+0,01 0,08 £0,01
C20:1 0,27 £0,00 0,34+0,01 | 0,58+0,04 | 0,36+0,00 0,16+ 0,01
C20:2 0,13 +0,01 0,14+0,01 | 0,14+0,00 | 0,12+0,01 ND
C21:0 0,02 +0,00 0,02 + 0,00 ND 0,02 £ 0,00 ND
C20:3n6 0,06 £ 0,00 0,06 + 0,00 ND 0,06 £+ 0,00 ND
C20:3n3 0,03 +£0,00 0,02+0,00 | 0,02+0,00 | 0,02=+0,00 ND
C22:0 0,02 +0,00 0,02+0,00 | 0,01 £0,00 | 0,01 +0,00 ND
C20:5 0,07 +£ 0,01 ND 0,03+£0,00 | 0,01 +0,00 ND
C22:1 0,22 £0,02 0,20+0,01 | 0,16+0,01 | 0,16+0,01 0,16+ 0,01
C22:2 0,01 £0,00 0,01 £0,00 | 0,01 £0,00 | 0,01=+0,00 ND
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Z Tabulky 7 vyplyva, Ze ve vzorcich potravinaiského sadla a vzorku Sarze 200224 bylo
detekovano celkem 30 mastnych kyselin, zatimco ve vzorku §. 200106 jich bylo detekovano
29, ve vzorku $. 200203 28 a ve vzorku mandlového oleje bylo detekovano pouze 21 MK.

Z hlediska slozeni mastnych kyselin se pochopitelné od ostatnich vzorku lisil vzorek
mandlového oleje. Ten mél vyssi obsah nenasycenych mastnych kyselin, pfedevsim kyseliny
olejové a linolové a nizsi obsah kyseliny palmitové. Vyrobce udava slozeni mastnych kyselin
takto: 6,5 % kyseliny palmitové, 0,5 % kyseliny palmitoolejové, 1,4 % kyseliny stearové,
64,7 % kyseliny olejové, 26,2 % kyseliny linolové a 0,2 % kyseliny linolenové (viz ptiloha
¢. 6). Naméfeny obsah kyseliny palmitové je vSak vétsi ptiblizné o 47 %, u kyseliny stearové
je hodnota vyssi o 63 %. U nejvice zastoupené kyseliny olejové ¢ini rozdil naméfené a udavané
hodnoty 9 %, zatimco u kyseliny linolové se obé hodnoty liSi o 7 % a u kyseliny linolenové
0 23 %, avsak zde se jedna o minoritné zastoupenou kyselinu. Rozdily hodnot se pfili§ nezméni
ani pfi zahrnuti chyb méfeni. Vyrobce vSak neudava, jakou metodou byly mastné kyseliny
stanoveny a naméfené hodnoty se tak mohou lisit.

Obsah majoritn¢ zastoupenych mastnych kyselin ve vzorcich sadla se zna¢né rozchazi
S hodnotami, které¢ uvadi literatura [35-40], zaroven se 1isi i jednotlivé vzorky mezi sebou (viz
Tabulka 7 a Graf 6). U kyseliny myristové byly naméteny hodnoty, které jsou oproti literature
0 11-19 % wvyssi (1,3-2,0 % [35-40]), vyssi byly i hodnoty obsahu kyseliny palmitové,
konkrétné 0 20-28 % oproti nejvyssim udavanym hodnotam (24-27 % [35-40]). Obsah této
kyseliny se vSak liSil i mezi jednotlivymi vzorky, nebot’ vzorek Sarze 200203 mél oproti zbylym
ttem vzorkiim niz$i obsah kyseliny palmitové, konkrétné o 8,7-11,6 %. Zbylé tfi vzorky se
V obsahu této kyseliny mezi sebou liSily pouze v rdmci smérodatné odchylky.

Obsah kyseliny stearové byl oproti literatuie [35—40] vyssi pouze u tii vzorkl (potravinaiské
sadlo, §. 200106 a 8. 200224), kde rozdil ¢inil 5-13 %, ale u vzorku 200203 byl obsah kyseliny
0 55-70 % niz8i neZ u zbylych vzorki.

Vzorek sarze 200203 mél oproti zbylym vzorktim sadla 0 19-24 % vyssi obsah i u kyseliny
olejové. Tento vzorek se tak nejvice piiblizil literarnim hodnotam (41-44 % [48-53]), nebot’ se
lisil pfiblizné o 3,5 %. VSechny vzorky sadla mély také oproti hodnoté uvadéné v literature
(10 % [35-40]) nizsi obsah kyseliny linolové, konkrétné Cinil rozdil 3246 %. Naopak pfi
porovnani obsahu kyseliny linolenové v métenych vzorcich a literature (0,3-1,0 % [35-40])
vyplyva, Ze se v tomto intervalu nachédzeji namétené hodnoty vSech ¢ty vzorki.

Pfi porovnani jednotlivych vzorkt v Grafu 7 je patrné, Ze nejvice se od ostatnich vzorku lisi
mandlovy olej, nebot’ se jedna o rostlinny olej a dé4 se tak predpokladat rozdilné sloZeni nejen
jednotlivgych mastnych kyselin, ale také souctu nasycenych, mononenasycenych
a polynenasycenych mastnych kyselin. Mandlovy olej ma tak oproti zbylym vzorkiim vyssi
podil PUFA (piiblizné¢ o 6668 %), a také vyssi podil MUFA (26-35 %). Naopak oproti
vzorkiim sadla ma mandlovy olej 3,3—-3,9% niz§i hodnotu nasycenych mastnych kyselin.

Mezi vzorky sadla je rozdilny vzorek 200203, zatimco mezi ostatnimi tfemi vVzorky jsou
rozdily mezi obsahy SFA, MUFA a PUFA minimdlni. Vzorek Sarze 200203 ma oproti ostatnim
tiem vzorkim o 20-21 % niz$i podil nasycenych mastnych kyselin a 0 19-22 % vyssi podil
mononenasycenych mastnych kyselin. Tyto hodnoty jsou vSak v rozporu se stanovenym
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jodovym c¢islem a dé se tak pfedpokladat, Ze jedna z té€chto metod nebyla dostate¢né citliva,
nebo byla jedna z téchto analyz zatiZzena vyznamnou chybou.

Z Grafu 8 vyplyva, ze mandlovy olej se oproti vzorkiim sadla lisi i v obsahu minoritné
zastoupenych  mastnych  kyselin, napfiklad v obsahu kyseliny heptadekanové,
cis-10-heptadecenové, a-linolenové nebo kyseliny cis-11-eikosenové. Zaroven se mandlovy
olej oproti ostatnim vzorkim lisi i v po¢tu zastoupenych kyselin.

U vzorku sadla je mezi minoritné zastoupenymi MK zajimavy vy$$i obsah kyseliny
kaprinové a myristoolejové u vzorku potravindiského sadla, vyssi obsah kyseliny mdaselné
a o-linolenové u vzorku Sarze 200106 nebo kyseliny cis-10-heptadecenova u vzorku Sarze
200203. Obsah téchto kyselin je vSak velice maly a nema tak zasadni vliv na celkovy charakter
vzorku. Ukazky chromatogramii vzorku viz piiloha ¢ 7.
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4.1.4 Stanoveni volnych mastnych kyselin pomoci GC-FID

Tabulka 8 Zastoupeni volnych mastnych kyselin v jednotlivych vzorcich v %, ND — nebyl

detekovan
Zkzraié;fiesny PotravindFské $. 200106 $. 200203 S. 200224 Mandlovy olej
MK sadlo ) ’ )
C4:0 | 0,2899 +0,0014 | 1,1016 +0,0746 | 0,0990 + 0,0045 | 0,2605 + 0,0098 | 0,1739 +0,0018
C6:0 | 0,0756 +0,0037 | 0,2904 +0,0196 | 0,0326 + 0,0017 | 0,0731 % 0,0070 | 0,0744 = 0,0020
C8:0 | 0,0454 +0,0044 | 0,1319 +0,0058 | 0,0538 + 0,0027 | 0,0692 % 0,0081 | 0,0374 + 0,0039
C10:0 | 1,6600+0,1344 | 1,1180 +0,1104 | 3,7014 + 0,3056 | 0,9586 + 0,0681 | 0,4911 = 0,0070
C11:0 | 0,0088 +0,0008 | 0,0075 +0,0009 | 0,0297 + 0,0028 | 0,0153 % 0,0005 | 0,0215 = 0,0020
C12:0 | 0,0041 +0,0002 | 0,0136 +0,0007 | 0,0278 + 0,0033 | 0,0543 + 0,0037 | 0,0084 + 0,0008
C13:0 | 0,0001 £0,0000 | 0,0002 £ 0,0000 | 0,0011 % 0,0001 | 0,0026 % 0,0002 | 0,0016 + 0,0001
C14:0 | 0,0072+0,0010 | 0,0309 +0,0015 | 0,1665 + 0,0140 | 0,4707 + 0,0078 | 0,0200 = 0,0020
Cl14:1 | 0,0004 +0,0001 | 0,00100,0001 | 0,0180 +0,0014 | 0,0181 % 0,0016 | 0,0089 + 0,0003
C15:0 | 0,0003 +0,0000 | 0,0011 +0,0001 | 0,0073 + 0,0009 | 0,0189 + 0,0016 | 0,0031 + 0,0003
C15:1 | 0,0001 +0,0000 | 0,0003 +0,0000 | 0,0022 + 0,0001 | 0,0093 % 0,0009 | 0,0085 = 0,0006
C16:0 | 0,0678 +0,0098 | 0,3190 +0,0185 | 1,7916 + 0,2045 | 3,6022 + 0,1183 | 0,9955 + 0,0422
C16:1 | 0,1004 +0,0070 | 0,4818 +0,0503 | 3,4220 +0,1789 | 7,3154 + 0,2010 | 0,8404 = 0,0466
C17:0 | 0,0008 +0,0001 | 0,0044 +0,0005 | 0,0229 + 0,0020 | 0,0363 % 0,0008 | 0,0035 = 0,0004
C17:1 | 0,0010£0,0001 | 0,0044 +0,0003 | 0,0325 + 0,0022 | 0,0668 % 0,0053 | 0,0081 + 0,0008
C18:0 | 0,0330+£0,0026 | 0,1270 +0,0049 | 0,7034 + 0,0595 | 1,2245 40,0923 | 0,2130 +0,0171
C18:1cis | 0,0561 + 0,0042 | 0,2624 + 0,0154 | 1,4265 = 0,1131 | 3,1247 +0,2324 | 2,4959 +0,2310
C18:2cis | 0,0150 + 0,0009 | 0,0748 + 0,0050 | 0,3426 = 0,0242 | 0,8719 + 0,0698 | 1,0420 + 0,0616
C18:3n6 | 0,0026 = 0,0001 ND 0,0046 + 0,0002 ND 0,0140 £ 0,0008
C18:3n3 ND 0,0141 £0,0011 | 0,0493 +0,0030 | 0,1287 + 0,0127 | 0,0271 = 0,0006
C20:0 | 0,0003 £ 0,0000 | 0,0010 = 0,0001 | 0,0044 + 0,0004 | 0,0070 + 0,0008 | 0,0067 % 0,0004
C20:1 | 0,0010+0,0001 | 0,0045+0,0001 | 0,0260 + 0,0020 | 0,0769 + 0,0075 | 0,0111 = 0,0010
C20:2 | 0,0005 +0,0000 | 0,0026 +0,0003 | 0,0092 + 0,0002 | 0,0295 + 0,0026 ND
C20:3n6 | 0,0007 = 0,0000 | 0,0022 = 0,0002 | 0,0118 + 0,0006 | 0,0302  0,0033 ND
C22:0 ND ND ND 0,0383 + 0,0035 ND
C22:1 | 0,0026 +0,0003 | 0,0094 +0,0013 | 0,0665 + 0,0051 | 0,1606 + 0,0176 | 0,1019 = 0,0036
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Graf 10 Zastoupeni majoritnich volnych mastnych kyselin ve vzorcich v %

Z Tabulky 8 je patrné, Ze nejvyssi pocet stanovenych kyselin (25) byl u vzorkd $arze 200203
a Sarze 200224, 24 VMK bylo stanoveno ve vzorcich potravinatského sadla a §. 200106
a 23 VMK bylo stanoveno ve vzorku mandlového oleje. Pocet VMK u mandlového oleje je
tedy 0 2 vyssi nez u celkovych mastnych kyselin vzorku, coz mohlo byt zptisobeno velkym
fedénim vzorku pro stanoveni celkovych mastnych kyselin.

Z Tabulky 8 a Grafu 9 vyplyva, Ze nejvyssi obsah volnych mastnych kyselin byl stanoven
ve vzorku Sarze 200224 a naopak nejnizsi hodnoty byly naméfeny ve vzorcich potravinaiského
sadla a mandlového oleje. Namétené hodnoty tak odpovidaji stanovenym Cisltim kyselosti, kde
byly rozdily mezi jednotlivymi vzorky podobné.
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Z Tabulky 8 a Grafu 10 je patrné, Ze vzorek potravinarského sadla mél nejvyssi obsah VMK
stanoven u kyseliny kapronové, dale byl obsah ostatnich VMK vzorku minimalni. VVzorek Sarze
200106 mé¢l oproti ostatnim vzorkiim 3,8—12,2x vyssi obsah kyseliny méselné. Obsah dalSich
kyselin byl oproti ostatnim vzorkiim spiSe nizsi.

Vzorek sarze 200203 m¢l druhy nejvyssi podil VMK, a to pievazné diky kyselin¢ kapronové,
jejiz obsah byl 2,2—7,5x vy$si nez u ostatnich vzorkd, a také diky vysokym obsahiim kyseliny
palmitové, palmitoolejové a olejové.

Vzorek Sarze 200224 m¢l nejvyssi hodnoty obsahu nejen celkovych VMK, ale konkrétné
I kyseliny palmitové (2-53x oproti ostatnim vzorkim), palmitoolejové, kde byla hodnota
obsahu vyssi dokonce 2—73x%. Déle to byl vysoky obsah kyseliny stearové (2—40x) a olejové
(1,3-55,7% nez u ostatnich vzorku).

Mandlovy olej mél nejvyssi obsah VMK stanoven pro nejzastoupenéjsi celkové mastné
kyseliny. Jedné se tedy o kyselinu palmitovou, olejovou a linolovou, u které byla hodnota
obsahu vy$si nez u ostatnich vzorki 1,2-66,5x.

Z hlediska minoritné¢ zastoupenych mastnych kyselin je z Tabulky 8 a pifevazné
z Grafu 11 patrné, Ze nejvyssich obsahii dosahuji volné mastné kyseliny vzorku Sarze 200224.
Nejvyssi rozdily mezi volnymi mastnymi kyselinami tohoto a ostatnich vzorki byly stanoveny
pro kyseliny laurovou, myristovou, heptadekanovou, cis-10-heptadecenovou, dale pro kyseliny
a-linolenovou, cis-11-eikosenovou, behenovou nebo erukovou.

Ukézky chromatogrami jsou uvedeny v pfiloze 8.
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4.2 Vybrané parametry kostivalovych macerati

4.2.1 Stanoveni ¢isla kyselosti

Tabulka 9 Stanoveni cisla kyselosti v mg KOH/g vzorku maceratu a kontrolniho vzorku
a porovnani se stanovenym cislem kyselosti tukovych zdkladii z kapitoly 4.1.2.

Zaklad Macerat Kontrolni vzorek
Potravinaiské sadlo 1,04 +0,02 | 1,17+0,04 1,22 + 0,06
S. 200106 1,28+0,08 | 1,81+0,08 1,88 + 0,08
S. 200203 1,78 £0,04 | 2,08+0,22 2,13+0,19
S. 200224 235+0,04 | 2,59+0,07 2,62 +0,11
Mandlovy olej 0,35+0,04 | 0,52+0,02 0,50 + 0,04
Kostivalova mast — 2,31 +£0,01 —
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Graf 12 Hodnoty cisla kyselosti v mg KOH/g vzorku pro tukovy zdiklad, kostivalovy macerdt
a kontrolni vzorek

Z Tabulky 9 a Grafu 12 je patrné, Ze béhem macerace doslo ke zvySeni Cisla kyselosti
u vSech pozorovanych vzorkl. Nejvyssi narist hodnoty ¢isla kyselosti byl stanoven pro vzorek
mandlového oleje, nariist ¢inil 48,6 %. Pti sledovani pouze vzorkil sadla pak byl nejvyssi rozdil
byl pozorovan u vzorku potravinaiského sadla (12,5 %). Pti¢inou zvySeni Cisla kyselosti je tak
s velkou pravdépodobnosti vysoka teplota béhem procesu macerace (55 °C).

Hodnota cisla kyselosti kostivalové masti je vramci smérodatné odchylky shodna
s hodnotou vzorku sarze 200203. Lze tedy ptredpokladat, ze sadlo v kostivalové masti bylo
béhem macerace vystaveno podobnym podminkdm jako vzorky.

Veskeré stanovené hodnoty vsak potfad odpovidaji intervalu hodnot cisla kyselosti
(0-2,5 mg KOH/g vzorku) pro sadlo, respektive rafinovany olej (0—1 mg KOH/g vzorku) [91].
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Cislo kyselosti kontrolnich vzorkid odpovidd hodnotam ¢&isla kyselosti stanovenych
U maceratl. D4 se tedy predpokladat, Ze macerované latky z kostivalového kofene nezabranily

hydrolyzaci esterickych vazeb triacylglyceroltl v tucich.

4.2.2 Stanoveni peroxidového ¢isla

Tabulka 10 Stanoveni peroxidového cisla v mmol Ox/kg vzorku macerdtu a kontrolniho

vzorku a porovnani se stanovenym peroxidovym cislem tukovych zakladii z kapitoly 4.1.2

Zaklad Macerat Kontrolni vzorek
Potravinarské sadlo 1,70 £ 0,09 2,39 £ 0,08 2,41 £0,12
S. 200106 1,29+ 0,21 2,96+ 0,16 2,96 + 0,08
S. 200203 0,85+ 0,04 1,72 + 0,08 1,81 +0,10
S. 200224 1,24 + 0,09 2,01 £0,04 2,07+ 0,09
Mandlovy olej 2,04 £0,03 6,11 £0,05 6,17+0,14
Kostivalova mast - 1,78+ 0,10 -
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Graf 13 Hodnoty peroxidového cisla v mmol Ox/kg vzorku pro tukovy zdklad, kostivalovy
macerat a kontrolni vzorek

Pfi porovnani dat z Tabulky 10 a Grafu 13 lze pozorovat, ze u vSech sledovanych vzorki
pozorovano u vzorku potravinaiského sadla, kde byla hodnota peroxidového cCisla v maceratu
vyssi o 40,6 %. Nejvyssi narlst peroxidového Cisla byl stanoven pro mandlovy olej, kde
hodnota peroxidového Cisla béhem macerace vzrostla ptiblizné 3x. Pti sledovani pouze vzorki
sadla pak byl nejvyssi rozdil hodnot stanoven pro vzorek Sarze 200106 (2,3x vyssi hodnota
oproti tukovému zakladu). Tento narlist hodnoty peroxidového ¢isla by mohl byt rovnéz

Hodnota peroxidového ¢isla kostivalové masti je po zapocteni smérodatné odchylky shodna
se vzorkem sarze 200203. Jako v pripad¢ cisla kyselosti se tak da usuzovat, ze sadlo
V kostivalové masti bylo vystaveno podobnym podminkam macerace.
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Veskeré naméfené hodnoty se nachazely v intervalu 0—-16 mmol/kg, ktery je v literatuie
uvadén pro Cerstvé tuky [91].

Hodnoty peroxidového ¢isla kontrolnich vzorkid jsou opét shodné s hodnotou macerati
a macerované latky z kostivalu tak nemaji vliv ani na zménu peroxidového cisla.

4.2.3 Stanoveni fytosteroli

Tabulka 11 Stanoveni celkovych fytosterolit pomoci UV-VIS spektrometrie v ug/g vzorku
V tukovem zakladu, kostivalovem maceratu a kostivalové masti

Zaklad Macerat
Potravinaiské sadlo 1,64 £ 0,07 4,17+0,21
S. 200106 1,87+ 0,07 3,99 + 0,13
S. 200203 1,75+ 0,02 2,87+0,11
S. 200224 1,46 + 0,03 2,63 +0,14
Mandlovy olej 11,18 £ 0,27 17,55+ 0,93
Kostivalova mast - 3,48 +0,31

Celkové fytosteroly (ng/g)

el el e S
ONDMODOWMONDNMOO®O
1 1

Potravinaiské S.200106  S.200203  S$.200224  Mandlovy Kostivalova
sadlo olej mast
m Zaklad ®™ Macerat

Graf 14 Hodnoty celkovych fytosterolii pomoci UV-VIS spektrometrie v ug/g vzorku pro tukovy
zdklad, kostivalovy macerat a kostivalovou mast

Z Tabulky 11 a Grafu 14 je patrné, Ze fytosteroly byly detekovany a stanoveny i ve vzorcich
Cistého sadla jako tukového zakladu. Tato metoda stanoveni fytosterold vSak slouzi
k celkovému stanoveni sterolti, takze se da fict, ze hodnoty stanovené pro vzorky sadla
odpovidaji obsahu cholesterolu. U tii ze Ctyt vzorkl sadla se stanovené hodnoty tukového
zakladu li$i pouze v ramci smérodatné odchylky, vzorek Sarze 200224 ma niz$i hodnotu
celkovych fytosterold, respektive cholesterolu o 12—-28 %.

Nejvyssi hodnota celkovych fytosterolt v tukovém zédkladu byla stanovena pro mandlovy
olej, ktery podle vyrobce obsahuje v nejvyssim zastoupeni B-sitosterol, dale 3-5-avanasterol,
kampesterol, stigmasterol, 5-7-stigmastenol, brasicasterol, a také cholesterol (viz ptiloha 6).
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Pro ucely této prace je dilezity pouze narust téchto hodnot, ktery je zpisoben macerovanim
biologicky aktivnich latek z kostivalu do tukovych zakladii. Nejvyssi rozdil hodnot tukového
zakladu a maceratu byl zjistén u mandlového oleje, kde doslo k zvySeni obsahu fytosteroli
06,37 pg/g (57 % oproti pivodni hodnoté). Ze vzorkd sadla byl nejvyssi narlst pozorovan
U potravinaiského sadla (2,53 pg/g, 154 %), nejmensi pak u vzorku Sarze 200203, kde rozdil
¢inil pouze 1,12 pg/g (64 %).

Obsah celkovych fytosteroli v kostivalové masti se svou hodnotou nachazi mezi vzorky
Sarzi 200106 a 200203. Za piedpokladu podobného obsahu cholesterolu jako u vzorku sadla l1ze
tedy uvazovat podobny nartst obsahu fytosterolil, ktery byl sledovan u uvedenych dvou vzork.

Tabulka 12 Stanoveni p-sitosterolu a stigmasterolu v kostivalovych maceratech a kostivalové
masti véetné souctu obou hodnot v ug/g vzorku, pro mandlovy olej je uveden rozdil hodnot
tukového zakladu a maceratu, ND — nebyl! detekovan

B-sitosterol Stigmasterol Soucet
Potravinarské sadlo 1,314 + 0,096 0,201 +£ 0,012 1,515+0,108
S. 200106 0,975+ 0,012 0,301 £0,013 1,276 = 0,026
S. 200203 0,393 +£ 0,022 0,051 + 0,005 0,444 + 0,027
S. 200224 0,265 + 0,007 0,010 + 0,001 0,275 £ 0,007
Mandlovy olej zaklad 1,214 + 0,090 0,276 + 0,010 1,490 + 0,100
Mandlovy olej macerat 6,905+ 0,194 1,290 + 0,115 8,195+ 0,309
Kostivalova mast ND 1,062 + 0,046 1,062 + 0,046
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Graf 15 Obsah p-sitosterolu v kostivalovych macerdtech a kostivalové masti v ug/g, pro
mandlovy olej je vyjadren rozdil hodnot macerdtu a zakladu
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Z Tabulky 12 a Grafu 15 vyplyva, ze mezi obsahem [-sitosterolu v jednotlivych vzorcich
jsou patrné velké rozdily. Nejvyssi hodnoty dosahuje vzorek mandlového oleje, jehoz obsah
byl vyssi 4-21x oproti ostatnim vzorkiim. Naopak u kostivalové masti nebyl B-sitosterol
detekovan. Coz je zajimavé i z hlediska pfidaného eukalyptového vytazku, nebot u ngj
literatura uvadi B-sitosterol jako nejvice zastoupeny fytosterol [107].

Mezi vzorky sadla pak byl nejvyssi obsah p-sitosterolu stanoven pro potravinarské sadlo,
stejné jako pii stanoveni celkovych fytosteroli pomoci UV-VIS.

Ukazky chromatogramu stanoveni fytosterolti pomoci HPLC jsou uvedeny v ptiloze 9.
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Graf 16 Obsah stigmasterolu v kostivalovych maceratech a kostivalové masti v ug/g, pro
mandlovy olej je vyjadren rozdil maceratu a zakladu

Vzorek mandlového oleje a kostivalové masti m¢l dle vysledku z Tabulky 12 a Grafu 16
po zahrnuti smérodatné odchylky nejvyssi obsah stigmasterolu (4—106x vyssi oproti ostatnim
vzorklim). Ze vzorku sadla mé&l nejvyssi obsah stigmasterolu vzorek sarze 200106, naopak
u vzorku sarze 200224 byl zjistény obsah téméf zanedbatelny.

Porovnani vzorkii v Grafu 17 ukazuje, Ze po zahrnuti smérodatné odchylky bylo dosazeno
shodnych hodnot v obsahu fytosterolli pti pouZzitych metodach pouze u vzorku mandlového
oleje. Ve vzorcich sadla a kostivalové masti byly pfi analyze pomoci HPLC stanoveny hodnoty,
které jsou oproti metodé UV-VIS mensi 1,65- 4,23x. U vzorku UV-VIS kostivalové masti je
uvedena hodnota, ktera zahrnuje 1 obsah cholesterolu, takze porovnani obou hodnot je mozné
pouze Vv ramci odhadu.

Nizky obsah fytosterolti v HPLC analyze muze byt zplisoben jednak pfitomnosti jinych
fytosterolti, které nebyly stanovovany, nebo nizkym vytézkem extrakce, protoze narozdil
od vzorku mandlového oleje musely byt vzorky sadla béhem extrakce rozpustény ve vodni lazni
a po extrakci byly odstranény vysrazené lipidické frakce vzorku pomoci stiikackového filtru,
coz mohlo snizit celkovy obsah fytosterol v extraktu.
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Z hlediska mnozstvi vyextrahovanych latek z kostivalu do tukového zakladu jsou stanovené
hodnoty velice nizké, u nékterych vzorki se naméiené hodnoty blizily limitu kvantifikace. Neda
se tedy Fict, Ze by zvoleny postup macerace mél z hlediska fytosterold vysokou vytéznost. To je
vSak zpusobeno i1 nizkou koncentraci fytosterolti v samotném kostivalovém kotfeni, nebot
literatura uvadi piitomnost fytosteroli pouze jako doplitkovou informaci [19].
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Graf 17 Porovnani rozdilu hodnot obsahu celkovych fytosterolii stanovenych pomoci UV-VIS
spektrometrie v kostivalovych maceratech, tukovych zdkladech a kostivalové masti a souctu
hodnot obsahu f-sitosterolu a stigmasterolu stanovenych pomoci HPLC v ug/g vzorku pro
kostivalové maceraty a kostivalovou mast, pro mandlovy olej je uveden rozdil hodnot tukového
zakladu a maceratu

4.2.4 Stanoveni karotenoida

Tabulka 13 Stanoveni celkovych karotenoidii pomoci UV-VIS spektrometrie v tukovych
zakladech, kostivalovych maceratech a kostivalové masti v ug/g vzorku

Zaklad Macerat
Potravinaiské sadlo 1,46 £ 0,05 1,86 0,11
S.200106 0,57+ 0,12 1,69 +0,10
S. 200203 0,71 £0,13 0,81 + 0,03
S. 200224 0,61 + 0,08 0,93 +0,10
Mandlovy olej 0,84 £ 0,15 1,07 £ 0,06
Kostivalova mast - 2,73 +£0,21

Z Tabulky 13 a Grafu 18 vyplyva, ze u vSech vzorkli maceratd byla stanovena hodnota
celkovych karotenoidll vyssi nez u tukovych zakladii. Konkrétn€ nejvyssi nartst této hodnoty
(1,14%). 1 presto, ze se v Cistém sadle dle literatury karotenoidy nenachazeji, bylo méfeno
zvySeni absorbance téchto vzorkl oproti blanku. Z literatury vyplyva, ze pii vilnové délce
450 nm dochézi k absorbanci nejen karotenoidd, ale také nenasycenych vazeb uhlikovych
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fetézcli mastnych kyselin [108]. Je také nutné zdiiraznit, ze namétené¢ hodnoty v tukovych
zékladech i1 v maceratech a kostivalové masti byly velmi nizké a nékteré vzorky se svou
absorbanci pohybovaly na hranici kvantifikace.
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Graf 18 Obsah celkovych karotenoidii pomoci UV-VIS spektrometrie v ug/g vzorku pro tukové
zaklady, kostivalové maceraty a kostivalovou mast

Tabulka 14 Stanoveni vybranych karotenoidii pomoci HPLC v kostivalovych maceradtech
a kostivalové masti ug/g vzorku

B-karoten Lutein
Potravinaiské sadlo ND ND
S.200106 ND ND
S. 200203 ND ND
S. 200224 ND ND
Mandlovy olej ND ND
Kostivalova mast ND ND

Prestoze doslo k nartistu obsahu celkovych karotenoidli stanovenych pomoci UV-VIS
spektrometrie, nebyly detekovany piky p-karotenu ani luteinu pii analyze pomoci HPLC-DAD
v zadném maceratu ani v kostivalové masti (viz Tabulka 14). K tomu mohlo dojit opét nizkou
vytéznosti extrakce ze vzorku, podobné jako u fytosterolt.

Dalsim vysvétlenim rozdilu namétenych hodnot pfi pouziti uvedenych obou metod by mohl
zakal vzorku pii stanoveni celkovych karotenoidii pomoci UV-VIS spektrometrie. To by
vysvétlovalo i nardst hodnot v maceratu, nebot’ zakal mohl byt zvySen pfitomnosti ¢astic
suSeného kostivalového kotene. To by znamenalo, Ze i ptes pfidani roztoku NaCl pro precisténi
a naslednou centrifugaci nebylo dosaZzeno pozadované Cistoty vzorku, ackoli ve vzorku nebyl
zakal pouhym okem pozorovan.
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Dalsi moznou pii¢inou miize byt velmi nizky obsah karotenoidii ve vzorku, ktery mohl byt
zpusoben malou vytéznosti macerace, ale také nizkym obsahem karotenoidii v suSeném
kostivalovém kofeni, ackoliv v Cerstvém kostivalovém kofeni ¢ini obsah karotenoidi asi
0,63 % [19]. Ke snizeni obsahu karotenoidl totiz mohlo dojit vysokou teplotou béhem suseni
byliny, a také béhem macerace (55 °C), nebot’ karotenoidy nejsou tepelné odolné. Jejich obsah
v extraktech totiz pfi teploté 50 °C klesa uz po 10 minutach [109]. Tento fakt je tak s nejvyssi
pravdépodobnosti hlavni pfi¢inou nizkych obsaht karotenoidli v maceratech.

4.2.5 Stanoveni tokoferolu

Tabulka 15 Stanoveni tokoferolii v tukovych zdakladech, kostivalovych maceratech
a kostivalové masti v mg DL-a-tokoferol acetdtulg vzorku

Potravinarské sadlo ND ND

S. 200106 ND ND

S. 200203 ND ND

S. 200224 ND ND

Mandlovy olej ND ND
Kostivalova mast - 3,03+ 0,08

Z Tabulky 15 vyplyva, ze pfi analyze vzorkd pomoci kapalinové chromatografie nebyly
detekovany piky tokoferoli v zddném pfipraveném vzorku. Pouze v kostivalové masti byl
detekovan pik jednoho ze skupiny tokoferoll, a to DL-a-tokoferol acetatu. Ten vSak byl
vyrobcem do masti pfidan jako antioxidant pro zvyseni trvanlivosti vyrobku a jeho hodnota
odpovida béZné pfiddvanému mnozstvi 0,3 % hmotnosti.

Nepritomnost tokoferolii miize krom¢ samotného nizkého obsahu tokoferoli ve vzorcich
indikovat také staii vzorktu tukovych zakladd, ptipadné i kostivalu, nebot tokoferoly maji
kratkou dobu expirace [110] a mohlo tak dojit k jejich rozpadu.

Ukazka chromatogramu kostivalové masti viz priloha 10.

4.2.6 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Tabulka 16 Stanoveni celkovych fenolickych latek v mandlovém oleji, kostivalovych
macerdtech a kostivalové masti v ug ekvivalentu kyseliny gallové/g vzorku

Potravinarské sadlo 84 +10
S. 200106 77+ 4

S. 200203 104 + 8

S. 200224 132+ 11
Mandlovy olej zaklad 64 +4
Mandlovy olej macerat 92+5

Kostivalova mast 157 +13

Tabulka 16 a Graf 19 ukazuje obsah celkovych fenolickych latek ve vzorcich. Tento

kostivalovy kofen je cenén predev§im pro sviij obsah fenolickych kyselin a fenolickych latek
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obecné. Celkové vytézky vSak nejsou prili§ vyrazné, spiSe velmi nizké. NejvySsi hodnoty
dosahuje kostivalova mast, ale obsah fenolickych latek ¢ini pouze 157 + 13 pg/g. K tomuto
produktu vSak vyrobce pridava vytazek z listd eukalyptu, coz mohlo zpisobit zvyseni této
hodnoty, a ovlivnit tak vytéZnost kostivalového maceratu. Literatura udava obsah celkovych
fenolickych latek v extraktech eukalyptu, ktery ¢ini 40-60 mg ekvivalentu kyseliny gallové
na g listd blahovi¢niku kulatoplodého [111].

Ze vzorkl sédla byl nejvy§§i obsah fenolick}'lch létek stanoven u Vzorku Sarze 200224,

Viibec nejnizsi obsah celkovych fenolickych latek byl méten u vzorku mandlového oleje,
pfiCemz uz v samotném mandlovém oleji byla tato hodnota velmi nizk4, coz bylo zplisobeno
rafinaci oleje béhem vyroby.

Z naméfenych hodnot tak 1ze pozorovat, ze pouzity zptisob macerace nebyl pro zisk téchto
latek prilis u€inny.
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Graf 19 Obsah celkovych fenolickych latek v ug ekvivalentu kyseliny gallové/g vzorku pro
kostivalové maceraty a kostivalovou mast, hodnota mandlového oleje je vyjadrena jako rozdil
maceratu a zakladu

4.2.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Tabulka 17 Stanoveni antioxidacni aktivity v mandlovém oleji, kostivalovych maceratech
a kostivalové masti v ug ekvivalentu Troloxu/g vzorku

Potravinarské sadlo 212+ 16
S. 200106 360+ 18
S. 200203 307+ 10
S. 200224 46 + 4
Mandlovy olej zaklad 249 £ 27
Mandlovy olej macerat 204 £ 12
Kostivalova mast 867

56



Uvedené hodnoty antioxidacni aktivity v Tabulce 17 a Grafu 20 ukazuji, ze nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu vykazoval vzorek 200106, tato hodnota byla 1,2-8,0x vyssi oproti
ostatnim vzorkliim. Nejmensi antioxida¢ni aktivita byla stanovena ve vzorcich mandlového
oleje a Sarzi 200224. Vzorek kostivalové masti mél v porovnani s ostatnimi sadlovymi
maceraty rovnéz nizkou antioxidaéni aktivitu. Pfi porovnani celkovych fenolickych latek
a antioxidacni aktivity lze pozorovat zna¢né rozdily mezi t€émito hodnotami u kazdého vzorku.
Nejvice je to patrné u vzorkl Sarze 200224 a kostivalové masti, které mély 1 pfes vysoky obsah
fenolickych latek velmi nizkou antioxidacni aktivitu.

Pokud by byla stazena antioxidac¢ni aktivita pouze na obsah fenolickych latek, tak by v tomto
ohledu odpovidala antioxida¢ni aktivita pouze vzorkim potravinarského sadla, vzorku Sarze
200203 a mandlového oleje. Ve zbylych ptipadech by byl pomér opacny, nebot v téchto
vzorcich by odpovidala vysoka antioxidacni aktivita nizkému obsahu fenolickych latek
a naopak.

Lze tedy usuzovat, Ze antioxidacni aktivita nesouvisi pouze s pfitomnosti fenolickych latek,
ale také s pritomnosti nékterych vitamint, flavonoidt atd.

Stejné jako u celkovych fenolickych latek plati, Ze stanovené hodnoty jsou velice nizké
a zvoleny postup macerace kofene kostivalu pfimo do tukového zakladu neni vhodny pro
extrakci polarnich latek s antioxidac¢ni aktivitou.

150 A
100 -
: H N '

Potravinaiské S.200106  S.200203  S$.200224 Mandlovy Kostivalova
sadlo olej mast

N N W W b

o U1 O U o

o O O O o
1 1 1 1 ]

Antioxida¢ni aktivita (ug/g)

a1
o
L

Graf 20 Antioxidacni aktivita v ug ekvivalentu Troloxu pro kostivalové macerdty
a kostivalovou mast, hodnota mandlového oleje je vyjadiena jako rozdil macerdtu a zakladu

57



5 ZAVER

Tato diplomova prace byla vypracovana ve spolupraci s primyslovym partnerem a jejim
cilem byla charakterizace vybranych tukovych zakladu, pfiprava macerati kostivalu lékaiského
a porovnani obsahu vybranych biologicky aktivnich latek s kostivalovou masti vyrobenou
pramyslovym partnerem.

Teoreticka ¢ast se vénuje podrobné charakteristice kostivalu 1€katského, s diirazem na hlavni
biologicky aktivni latky a moznostem vyuziti v potravinaistvi, farmacii a kosmetice. Dale jsou
popsany tukové zaklady (sadlo a mandlovy olej) a moznosti piipravy bylinnych maceratu.
Zbyla Cast je vénovana moznostem stanoveni hlavnich u¢innych latek v téchto maceratech
a charakterizaci tukovych zékladi. V experimentalni ¢asti bylo nejprve pomoci hodnot susiny,
tukovych ¢isel a obsahu celkovych a volnych mastnych kyselin charakterizovano pét vzorkt
tukovych zakladu: vzorek potravinaiského sadla, tii vzorky kosmetického sadla a vzorek
mandlového oleje. Déle byly pfipraveny maceraty téchto zaklada a susenych oddenkt kostivalu
Iékatského. Nasledné byly v téchto maceratech stanoveny zmény hodnot ¢isla kyselosti,
peroxidového ¢Eisla, obsahu celkovych fytosterold, B-sitosterolu, stigmasterolu, celkovych
karotenoidd, B-karotenu, tokoferolu, celkovych fenolickych latek a antioxidacni aktivity.
Veskeré hodnoty pak byly porovnany s kostivalovou masti primyslového partnera.

Obsah suSiny ve vzorcich ¢&inil 96,59-99,74 % hmotnosti vzorku. Cislo kyselosti se
pohybovalo v rozmezi 0,35-2,35 mg KOH/g vzorku, ¢islo zmydelnéni ¢inilo 186,0-191,8 mg
KOH/g vzorku. Jodové ¢islo bylo stanoveno na 48,6-99,3 g 12/100 g vzorku a peroxidové ¢islo
na 0,85-2,04 mmol Oz/kg vzorku. Hodnoty ¢isla kyselosti, zmydelnéni i jodového ¢isla tak
odpovidaji hodnotdm uvadénym pro sadlo, resp. rafinovany rostlinny olej. Dle hodnoty
peroxidového ¢isla by bylo mozné charakterizovat vSechny vzorky jako Cerstvé tuky.

Dale byly stanoveny celkové a volné mastné kyseliny. Celkovych mastnych kyselin bylo
ve vzorcich stanoveno 21-30, z nichZ nejzastoupenéjsi byly kyseliny olejova (30,21-59,31 %),
palmitova (10,13-37,51 %), linolenova (6,87-24,42 %), stearova (2,97-9,51 %),
palmitoolejova (0,58-3,00 %), myristova (0,11-2,47 %) a linolenova (0,26—0,60 %). Pocet
stanovenych volnych kyselin byl ve vzorcich 23-25 a jejich celkovy podil ¢inil 2,37-19,06 %,
coz odpovida 1 stanovenému ¢islu kyselosti.

Obsah nejvice zastoupenach celkovych mastnych kyselin vzorki sadla se mirné lisil oproti
literarnim hodnotam [35—40], navic vzorek Sarze 200203 se oproti zbylym vzorktim sadla lisil
v obsahu kyseliny palmitové, stearové a olejové, coz by mohlo znamenat 1 rozdil ve vstupnich
surovinach pro vyrobu sadla u této Sarze.

U macerath bylo sledovano zvySeni cisla kyselosti o 0,13-0,53 mg KOH/g vzorku, stejné
jako ¢isla peroxidového (0,63—2,07 mmol O2/kg vzorku). V obou ptipadech bylo stejné zvyseni
pozorovano i u kontrolnich vzorkd, ptesto Ize maceraty porad povazovat za Cerstvé tuky.

Obsah celkovych fytosteroli byl v maceratech stanoven na 1,12-6,37 pg/g vzorku,
U kostivalové masti byla tato hodnota stanovena na 3,5 + 0,3 pg/g, avSak v této hodnot¢ je
zahrnut 1 obsah cholesterolu, ktery byl u ostatnich vzorka sédla stanoven na 1,46-1,87 ng/g
vzorku. Obsah p-sitosterolu c¢inil 0,265-6,905 ug/g vzorku, u kostivalové masti nebyl
detekovan. Obsah sitosterolu byl stanoven na 0,010-1,290 ug/g vzorku.
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Celkové karotenoidy byly ve vzorcich stanoveny spektrofotometricky na 0,57-2,73 pg/g
vzorku, av§ak pomoci HPLC-DAD nebyly piky karotenoida detekovany. Absorbance vzorku
tak byla ovlivnéna ptitomnosti nenasycenych mastnych kyselin (absorbance nenasycenych
vazeb v uhlikovém fetézci je okolo 450 nm), ptipadné i zdkalem v méfeném vzorku.

Z tokoferoli nebyly pomoci HPLC-DAD detekovany ve vzorcich zadné piky, ale
u kostivalové masti byl stanoven obsah DL-a-tokoferol acetatu na 3,03 + 0,08 mg/g masti.
Tento derivat je vyrobcem udavan na etiket¢ jako piidavany antioxidant a jeho obsah odpovida
bézn¢ pridavanému mnozstvi 0,3 % hmotnosti. Nasledné byl stanoven i obsah celkovych
fenolickych latek, ktery ¢inil 32-157 ug kyseliny gallové/g a hodnota antioxida¢ni aktivity
(46-360 ug Troloxu/g).

V piipad¢ celkovych (méfenych spektrofotometricky) i jednotlivych (méfenych pomoci
HPLC-DAD) fytosterolti byly nejvyssi hodnoty obsahu stanoveny pro macerat mandlového
oleje. Kostivalova mast se svym obsahem celkovych fytosterolti a souctem hodnot obsahu
jednotlivych fytosterolll nachazi v intervalu hodnot pro vzorky séadla. Rozdil vSak byl
pozorovan u obsahu B-sitosterolu, ktery nebyl v kostivalové masti detekovan, a stigmasterolu,
ktery byl oproti vzorkiim sadla 4-106x vyssi. V kostivalové masti byl oproti vzorkiim sadla
vy$si 1 obsah celkovych fenolickych latek, avSak antioxida¢ni aktivita byla 2,5-4,2% niz§i nez
u tii vzorkl sadla. Oproti ¢tvrtému vzorku sadla vSak byla tato hodnota v kostivalové masti
1,9% vyssi.

Pfi pozorovani obsahli biologicky aktivnich latek nelze fict, ze jsou jejich hodnoty pftili$
vysoké, spiSe naopak jsou minimalni a ¢asto byly méfeny na hranici kvantifikace. U obsahu
fytosterolil je to pochopitelné vzhledem k tomu, Ze obsah téchto latek v oddencich kostivalu
neni v zadné literatufe uvadeén, a to proto, Ze je rovnéz velmi nizky. Navic diky vysoké teploté
macerace pravdépodobné doslo ke ztraté vétSiny karotenoidnich barviv. Diky nepolarnimu
charakteru tukovych zakladi nebylo mozné ziskat vysoké vytézky polarnich fenolickych latek
a zvysit tak antioxidacni aktivitu macerati.

Maceraci kostivalovych oddenkt v tucich tak nelze povazovat za dobrou metodu pro zisk
biologicky aktivnich latek z této byliny. NejlepSim zpisobem by bylo ziskat extrakt kostivalu,
odpafit rozpoustédlo a nasledné vmichat ziskany koncentrovany extrakt do vybraného tuku. Pro
extrakci polarnich latek je nejCastéji pouzivan ethanol, methanol ¢i vodné roztoky téchto latek.
Pro zisk nepolarnich biologicky aktivnich latek 1ze doporucit naptiklad hexan.

Diky prokdzanym u0¢inkiim a mnoZstvi biologicky aktivnich latek v kofeni kostivalu by
proto bylo dobré optimalizovat zisk téchto extraktli, stanovit obsah jednotlivych biologicky
aktivnich latek a nasledné najit zplisob pfidavani téchto extrakti do tukovych zakladi.
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7 POUZITE ZKRATKY

ABTS
BSTFA
CK

Cz
DAD
DMF
DMSO
DPPH-H
DPPH
FID
FRAP
GC
HDL
HPLC
JC
LDL
LLE
MEMK
MK
MS
MSTFA
MTBE
MUFA
MZe
ND

NP

PC

RP
PTFE
PUFA
SFA
SPE

S

TAG
TPTZ
Trolox
VMK
uv
VIS

2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

Cislo kyselosti

Cislo zmydelnéni

Detektor diodového pole

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Difenylpikrylhydrazin
(1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
Plamenovy ioniza¢ni detektor

Antioxidac¢ni potencial redukce zelezitych iontil
Plynova chromatografie

Lipoprotein s vysokou hustotou
Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Jodové ¢islo

Lipoprotein s nizkou hustotou

Extrakce kapalina-kapalina

Methylester mastné kyseliny

Mastnd kyselina

Hmotnostni spektrometr
N-methyl-n-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
Methyl-terc-butyleter

Mononenasycend mastna kyselina
Ministerstvo zeméd¢lstvi

Nebyl detekovan

Normalni faze

Peroxidové ¢islo

Reverzni faze

Polytetrafluorethylen

Polynenasycena mastna kyselina

Nasycena mastna kyselina

Extrakce pevnou fazi

Sarze

Triacylglycerol
2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
Volna mastna kyselina

Ultrafialova cast spektra

Viditelna ¢ast spektra
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Priloha 1 Chromatogram standardit methylesterii mastnych kyselin
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Priloha 2 Graf kalibracni primky p-sitosterolu
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Priloha 3 Graf kalibracni primky p-karotenu
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Priloha 4 Graf kalibracni primky kyseliny gallové
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Priloha 5 Graf kalibracni primky Troloxu
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Priloha 6 Vyrobcem dodana specifikace mandlového oleje

SloZeni mastnych kyselin (%)

Palmitova 6,5
Plamitoolejova 0,5
Stearova 1,4
Olejova 64,7
Linolova 26,2
Linolenova 0,2

SloZeni steroli (%)

B-sitosterol 77,5
d-5-avanasterol 6,4
Kampesterol 4,3
Stigmasterol 2,5
8-7-stigmastenol 1,1
d-7-avanasterol 0,6
Cholesterol 0,6
Brasicasterol 0,1
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Priloha 7 Ukazka chromatogramu stanoveni celkovych mastnych kyselin

Vzorek 200203
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Priloha 7 Ukazka chromatogramu stanoveni celkovych mastnych kyselin

Vzorek Mandlového oleje
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Priloha 8 Ukdzka chromatogramu stanoveni volnych mastnych kyselin
Vzorek 200224
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Priloha 8 Ukazka chromatogramu stanoveni volnych mastnych kyselin

Vzorek Mandlového oleje
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Priloha 9 Ukazka chromatogramu stanoveni fytosterolu

Vzorek 200203- macerat
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Priloha 9 Ukazka chromatogramu stanoveni fytosterolii

Vzorek Mandlového oleje- zaklad
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Priloha 9 Ukazka chromatogramu stanoveni fytosterolu

Vzorek kostivalové masti
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Priloha 10 Ukazka chromatogramu stanoveni tokoferolii

Vzorek kostivalové masti
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